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(57) Abstract 



The invention concerns a method of producing hapten-marked peptides, characterized by the fact that (a) a peptide with the desired 
amino acid sequence is synthesised on a solid phase of amino acid derivatives whose reactive side groups are blocked by protective groups 
selected on primary amino side groups to ensure that they can be selectively split off; (b) protective groups arc split off, producing at least 
one free primary amino group; (c) a hapten-activc ester derivative is coupled to at least one free primary amino group of the peptide; and 
(d) where appropriatB, remaining protective groups are split off. The hapten is selected from a group comprising sterines, gallic acids, sex 
hormones* coiticoids, caidenolids, caidenolid-glycosides, bufadienolides, sten^d-sapogenins and steroid alkaloids. 



Die Erfindung betrifft ein Veifahien zur Herstellung von Hapten-markierten Peptiden, daduxch gekennzeichnet, da£ man (a) ein Peptid 
mit der gewOnschten Aminosduresequenz an einer Festphase aus Aminostturederivaten synthetisiert, deren reaktive Seitengnippen durch 
Schutzgruppen blockieit sind, wobei die Schutzgruppen an primfiren Aminoseitengruppen deraxt ausgewflhlt werden, daB sie gegebenenfalls 
selektiv abspaltbar sind, (b) eine Abspaltung von Schutzgn;q>pen duichfUhrt, wobei mindestens eine fineie prim&ne Aminognippe entsteht, (c) 
ein Hapten-Aktivesteiderivat an die mindestens eine frcie primfire Aminogruppe des Peptids koppelt, und (d) gegebenenfalls eine Abspaltung 
von noch veibleibenden Schutzgruppen durchfOhrt, wobei das Hapten ausgewflhlt wild aus der (inippe bestehend aus Sterinen, Gallensfluren, 
Sexualhormonen, Corticoiden, Caidenoliden, Caidenolid-Clycosiden, Bu^ienoliden, Steroid-Sapogeninen und Steroidalkaloiden. 
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Hapten -markierte Peptide 
BESCHREIBUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her- 
stellung von Hapten-markierten Peptiden, durch dieses Verfahren 
erhaltliche Hapten-markierte Peptide sowie die Verwendung 
dieser Peptide in einem immunologischen Nachweisverf ahren . 

Der Nachweis von Immunglobulinen in Korperf Itissigkeiten, ins- 
besondere in Humanseren, wird zur Diagnostik von Infektionen 
mit Mikroorganismen, insbesondere Viren, wie etwa HIV, Hepati- 
•tis-Viren, etc. verwendet . Das Vorhandensein von spezifischen 
Immunglobulinen in der untersuchten Probe wird iiblicherweise 
durch Reaktion mit einem oder mehreren Antigenen, die mit den 
spezifischen Immunglobulinen reagieren, nachgewiesen . Verfahren 
zur Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen in der Probe - 
fliissigkeit miissen sensitiv, zuverlassig, einfach und schnell 
sein. 

In den letzten Jahren wurden zunehmend Nachweissysteme auf 
Basis nicht-radioaktiver Markierungsgruppen entwickelt, bei 
denen das Vorhandensein eines Analyten, z.B. eines spezifischen 
Antikorpers, in der untersuchten Probe mit Hilfe optischer 
(z.B. Lumineszenz oder Fluoreszenz) , NMR-aktiver oder Metall- 
prazipitierender Detektionssysteme bestimmt werden konnte. 

EP-A-0 307 149 offenbart einen Immuntest fur einen Antikorper, 
bei dem zwei rekombinante Polypeptide als Antigene verwendet 
werden, von denen eines an einer festen Phase immobilisiert 
ist, und das andere eine Markierungsgruppe tragt, wobei beide 
rekombinanten Antigene in unterschiedlichen Organismen ex- 
primiert werden, um die Spezifitat des Nachweises zu erhohen. 

EP-A-0 366 673 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von 
Antikorpern in einer Probe, bei dem ein Antikorper durch 
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Reaktion mit einem gereinigten, markierten Antigen und dem 
gleichen gereinigten Antigen in einer Festphasen-gebundenen 
Form nachgewiesen wird. Als Antigen wird beispielsweise humanes 
IgG offenbart. 

EP-A-0 386 713 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von 
Antikorpern gegen HIV unter Verwendung von zwei fasten Tragern, 
wobei an beide fasten Trager verschiedene HIV-Antigene immobi- 
lisiert werden, die jeweils mit einem Aliquot einer Probe und 
einem markierten HIV-Antigen in Kontakt gebracht werden, wobei 
das Vorhandensein von Antikorpern durch eine positive Reaktion 
in mindestens einem der Tests nachgewiesen wird. Als HIV-Anti- 
gene werden rekombinant hergestellte Polypeptide offenbart. 

EP-A-0 507 586 beschreibt ein Verfahren zur Durchfuhrung eines 
immunologischen Tests fur ein spezifisches Immunglobulin, bei 
dem eine Probe mit zwei zur Bindung des Immunglobulins fahigen 
Antigenen in Kontakt gebracht wird, wobei das erste Antigen 
eine zur Bindung an einen fasten Trager geeignete Gruppe tragt, 
und das zweite Antigen eine Markierungsgruppe tragt. Die 
Markierungsgruppe kann eine direkte Markierungsgruppe sein, 
z.B. ein Enzym, ein Chromogen, ein Metallteilchen, oder auch 
eine indirakte Markierungsgruppe, d.h. die am Antigen ange- 
brachte Markierungsgruppe kann mit einem Rezeptor fiir die 
Markierungsgruppe, der wiederum eine signalarzeugende Gruppe 
tragt, reagieren. Als Beispiel' fur eine solche indirekte 
Markierungsgruppe wird ein Fluoresceinderivat genannt, dessen 
Rezeptor ein Antikorper ist, der wiederum mit einem Enzym 
gekoppelt ist . Als Antigene werden Polypeptide, wie etwa das 
Hepatitis B-Oberf lachenantigen offenbart. In dieses Antigen 
werden durch Derivatisierung SH-Gruppen eingefiihrt, mit denen 
das Fluorescein gekoppelt wird. 

EP-A-0 507 587 offenbart ein spezifisch zum Nachweis von IgM 
Antikorpern geeignetes Verfahren, bei dem die Probe mit einem 
markierten Antigen, das gegen den nachzuweisenden Antikorper 
gerichtet ist, und einem zweiten Antikorper, der ebenfalls 
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gegen den nachzuweisenden Antikorper gerichtet und an eine 
Festphase bindefahig ist, inkubiert wird. 

Bei den aus dem Stand der Technik bekannten immunologischen 
Nachweisverf ahren fiir Antikorper werden ublicherweise Polypep- 
tid-Antigene verwendet, die meist durch rekombinante DNA- 
Methoden erzeugt wurden. Beim Einsatz derartiger Polypeptid- 
Antigene konnen jedoch Probleme auftreten. So konnen rekom- 
binante Polypetide oft nur in Form von Fusionspolypeptiden 
erzeugt werden, bei denen der Fusionsanteil zu falsch posit iven 
Resultaten im Test fuhren kann. Weiterhin zeigen durch rekom- 
binante Expression erzeugte Polypeptide oft eine nur geringe 
Stabilitat in der Probelosung und neigen zu Aggregation. Ein 
weiterer Nachteil ist, dafi oft keine selektive und reproduzier- 
bare Einfuhrung von Markierungsgruppen in solche Polypeptide 
moglich ist. 

Uberdies ist die Herstellung rekombinanter Polypeptidantigene 
mit hohen Kosten verbunden und es konnen grofie Schwankungen in 
der immunologischen Reaktivitat bei verschiedenen Chargen 
rekombinanter Polypeptidantigene auf treten . 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Problem war 
somit die Bereitstellung eines Verfahrens, bei dem auf einfache 
und effiziente Weise Antigene fiir immunologische Tests erzeugt 
werden konnen, wobei die Nachteile der aus dem Stand der 
Technik bekannten Antigene mindestens teilweise beseitigt 
werden. Weiterhin soil das Verf ahren eine selektive und 
reproduzierbare Einfuhrung von Markierungsgruppen in die 
Antigene ermdglichen . 

Dieses Problem wird gelost durch ein Verfahren zur Herstellung 
von Hapten-markierten Peptiden, welches dadurch gekennzeichnet 
ist , 
daS man 

(a) ein Peptid mit der gewunschten Aminosauresequenz an einer 
Festphase aus Aminosaurederivaten synthetisiert , deren reaktive 
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Seitengruppen durch Schutzgruppen blockiert sind, wobei die 
Schutzgruppen an primaren Aminoseitengruppen derart ausgewahlt 
warden, daS sie gegebenenf alls selektiv abspaltbar sind, 

(b) eine Abspaltung von Schutzgruppen durchfiihrt, wobei 
mindestens eine freie pritnare Aminogruppe entsteht, 

(c) ein Hapten-Aktivester-derivat an die mindestens eine freie 
pritnare Aminogruppe des Peptids koppelt, und 

(d) gegebenenfalls eine Abspaltung von noch verbleibenden 
Schutzgruppen durchfiihrt, wobei das Hapten ausgewShlt wird aus 
der Gruppe bestehend aus Sterinen, Gallensauren, Sexualhormo- 
nen, Corticoiden, Cardenoliden, Cardenolid-Glycosiden, Bufa- 
dienoliden, Steroid- Sapogeninen und Steroidalkaloiden . 

Die durch das erf indungsgemaSe Verfahren hergestellten Peptide 
haben vorzugsweise eine Lange von maximal 5 0 Aminosauren, 
besonders bevorzugt von maximal 3 0 Aminosauren und eignen sich 
hervorragend fur immunologische Nachweisverf ahren, insbesondere 
zur Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen . Uberraschen- 
derweise wurde f estgestellt , daS die durch das erf indungsgemafie 
Verfahren hergestellten Peptide trotz der Anwesenheit von 
sperrigen Hapten-Markierungsgruppen eine hohe Affinitat und 
Spezifitat fur die nachzuweisenden Immunglobuline besitzen. 

Das erfindungsgemafie Verfahren ermoglicht die selektive 
Einfuhrung von Hapten-Markierungsgruppen, sowohl bezuglich 
ihrer Lokalisierung als auch ihrer Anzahl . Bei der erfindungs- 
gemasen Peptidsynthese besteht namlich die M6glichkeit, durch 
Verwendung bestimmter Schutzgruppen an primaren Aminogruppen 
der eingesetzten Aminosaurederivate diejenigen Positionen des 
Peptids gezielt auszuw^hlen, die nach selektiver Schutzgruppen- 
abspaltung zur Reaktion mit dem Hapten zur Verfugung stehen. 
Auf diese Weise wird eine bessere Reproduzierbarkeit und 
Sensitivitat der Tests erreicht. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemaSen Verfahrens ist, daE 
durch die verwendung von Peptid-Antigenen alle Antikorper- 
klassen, wie etwa IgG, IgM. IgE und IgA, erkannt werden. Auch 
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die Storanf alligkeit des Tests ist durch Verwendung def inierter 
kleiner und stabiler Antigene, die nicht zur Aggregation 
neigen, geringer. 

Die Haptene, die durch das erf indungsgemafie Verfahren an das 
Peptid gekoppelt werden, sind Molekule mit einem Steroid- 
grundgerxist, die ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus 
Sterinen, Gallensauren, Sexualhormonen, Corticoiden, Cardeno- 
liden, Cardenolid-Glycosiden, Buf adienoliden, Steroid-Sapogeni- 
nen und Steroidalkaloiden . Diese Haptene sind mit einem 
spezifischen Rezeptor bindefahig, z.B. mit Antikorpern oder 
Antikorperf ragmenten, die gegen das Hapten gerichtet sind. 
Besonders bevorzugt wird das Hapten ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Cardenoliden und Cardenolid-Glycosiden. Vertreter 
dieser Stoffklassen sind Digoxigenin, Digitoxigenin, Gitoxige- 
nin, Strophantidin, Digoxin, Digitoxin, Ditoxin und Strophan- 
tin, wobei Digoxigenin und Digoxin besonders bevorzugt sind. 

Bei dem erf indungsgemaSen Verfahren wird das Hapten-Aktivester- 
derivat an den Aminoterminus oder/und an freie primare Amino- 
seitengruppen des Peptids gekoppelt. Der Begriff "Aktivester" 
im Sinne der vorliegenden Erfindung umfaSt aktivierte Ester- 
gruppen, die mit freien Aminogruppen von Peptiden unter solchen 
Bedingungen reagieren konnen, daS keine storenden Nebenreaktio- 
nen mit anderen reaktiven Gruppen des Peptids auftreten konnen. 
Vorzugsweise wird als Aktivesterderivat ein N-Hydroxysuccini- 
midester verwendet. Beispiele fiir geeignete Hapten-Aktivester- 
derivate sind Digoxin-4' ' ' -hemiglutarat-N-hydroxysuccinimid- 
ester , Digoxigenin- 3 -carboxymethylether-N-hydroxysuccinimid- 
ester , Digoxigenin- 3 -0-methylcarbonyl - e - aminocapronsaure -N- 
hydroxysuccinimidester , Digoxigenin- 3 -hemisuccinat -N-hydroxy- 
succinimidester , Digitoxin-4' ' ' -hemiglutarat-N-hydroxysuc- 

cinimidesterundDigitoxigenin-3 -hemisuccinat -N-hydroxysuccini- 
midester. Diese Haptenderivate sind von der Fa. Boehringer 
Mannheim GmbH (Mannheim, BRD) kommerziell erhaltlich. Neben den 
N-Hydroxysuccinimidestern konnen auch analoge p-Nitrophenyl- , 
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Pentaf luorphenyl- , Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolyl - 
ester verwendet werden. 

Bei dem erf indungsgemaSen Verfahren wird das Peptid mit der 
gewunschten Aminosauresequenz an einer Festphase, vorzugsweise 
mit einem kommerziellen Peptid-Synthesegerat (z.B. die Gerate 
A 431 Oder A 433 von Applied Biosystems) hergestellt. Die 
Synthese erfolgt nach bekannten Methoden, vorzugsweise ausge- 
hend vom Carboxylterininus des Peptids unter Verwendung von 
Aminosaurederivaten . Vorzugsweise werden Aminosaurederivate 
eingesetzt, deren fur die Kupplung benotigte Amino -Endgruppe 
mit einem Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) -Rest derivatisiert 
ist. Reaktive Seitengruppen der eingesetzten Aminosauren 
enthalten Schutzgruppen, die nach Beendigung der Peptidsynthese 
ohne weiteres abspaltbar sind. Bevorzugte Beispiele hierfur 
sind Schutzgruppen, wie etwa Triphenylmethyl (Trt) , t -Butyl - 
ether (tBu) , t-Butylester (0 tBu) , tert . -Butoxycarbonyl (Boc) 
Oder 2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl (Pmc) . Die 
Aminoseitenketten von Lysinresten oder anderen Aminosaure- 
derivaten mit primaren Aminoseitengruppen, die sich an Positio- 
nen des Peptids befinden, die spater mit dem Hapten derivati- 
siert werden sollen, sind mit einer ersten Aminoschutzgruppe 
versehen, die so ausgewahlt wird, daS sie quant itativ unter 
bestimmten Reaktionsbedingungen, z.B. in Anwesenheit von Saure, 
abspaltbar sind. Bin Beispiel fur eine geeignete saurelabile 
Schutzgruppe ist Boc. Die Seitengruppen von Lysinresten oder 
anderen Aminosaureresten mit primaren Aminoseitengruppen, an 
denen keine Kopplung eines Haptens gewiinscht wird, sind mit 
einer zweiten Aminoschutzgruppe versehen, die so ausgewahlt 
wird, dafi sie unter den Bedingungen, bei denen die erste 
Schutzgruppe abspaltbar ist, selbst nicht abgespalten wird. 
Vorzugsweise ist die zweite Schutzgruppe auch unter denjenigen 
Bedingungen stabil, bei denen die Abspaltung des Peptids von 
der Festphase und die Abspaltung aller anderen Schutzgruppen 
erfolgt. Beispiele fur solche zweiten Schutzgruppen sind 
saurestabile Schutzgruppen, wie etwa Phenylacetyl . Neben den 20 
natiirlichen Aminosauren kann das Peptid auch artefizielle 
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Aminosauren, wie etwa E-Alanin, 7~Aminobuttersaure , e-Amino-- 
capronsaure, Norleucin oder Ornithin enthalten. Diese artefi- 
ziellen Aminosauren werden analog wie die natiirlichen Aminosau- 
ren fur die Synthese in geschiitzter Form eingesetzt. 

Nach Beendigung der Synthese erfolgt gegebenenf alls nach Frei- 
setzung des Peptids von der Festphase eine Abspaltung von 
Schutzgruppen einschlieSlich der ersten Aminoschutzgruppen, die 
sich an den Positionen befinden, an denen die Kopplung des 
Haptens stattfinden soil, Dann wird das auf diese Weise 
erhaltene Produkt gereinigt, vorzugsweise durch HPLC. An- 
schlieSend erfolgt die Einfuhrung der Hapten-Markierung durch 
Umsetzung des Peptids mit dem jeweils gewiinschten Hapten- 
Aktivesterderivat , das mit freien primaren Aminogruppen, d.h. 
mit der Amino -Endgruppe oder/und Aminoseitengruppen des 
Peptids, reagiert. Pro freie primare Aminogruppe werden 
vorzugsweise 1,5 bis 2,5 Aquivalente Aktivester eingesetzt. 
AnschlieSend wird das Reaktionsprodukt auf gereinigt , vorzugs- 
weise durch HPLC. 

Enthalt das Peptid noch Aminogruppen , die mit einer zweiten 
Schutzgruppe, wie etwa Phenylacetyl , derivatisiert sind, so 
werden diese Schutzgruppen im letzten Schritt entfernt. Die 
Entfernung von Phenylacetylschutzgruppen kann beispielsweise 
enzymatisch mit immobilisierter oder loslicher Penicillin G- 
Amidase in waSriger Losung mit organischem Solvensanteil bei 
Raumtemperatur erfolgen. 

Enthalten die durch das erf indungsgemaSe Verfahren hergestell- 
ten Peptide eine intramolekulare Disulf idbriicke , so kann die 
Peptidsequenz nach Beendigung der Synthese, aber vor Abspaltung 
der N-terminalen Fmoc- Schutzgruppe der letzten Aminosaure, z.B. 
mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan (Kamber- und 
Hiskey in Gross E. und Meienhofer J., The Peptides, Academic 
Press, New York, 1981, Seiten 145 bis 147) an der Festphase 
oxidiert, und anschliefiend die N-terminale Fmoc -Schutzgruppe 
abgespalten werden. 
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Vorzugsweise wird ein Peptid synthetisiert , das einen immunolo- 
gisch reaktiven Epitopbereich, d.h. eine Antikorper-bindende 
Peptidsequenz, und einen Spacerbereich umf alSt . Vorzugsweise 
wird mindestens eine Hapten-Markierung in diesem Fall an den 
Spacerbereich gekoppelt. Peptide, bei denen die Markierung im 
Spacerbereich angeordnet ist, zeigen oft eine bessere Sensiti- 
vitSt in immunologischen Tests. 

Der Spacerbereich, der vorzugsweise eine Lange von 1 bis 10 
Aminosauren aufweist, wirkt stabilisierend und loslichkeitsver- 
mittelnd, da er vorzugweise Ladungen enthSlt oder/und Wasser- 
stoffbriicken ausbilden kann. Aufierdem kann er die Bindung von 
mehreren, z.B. hochmolekularen Rezeptoren an das Hapten- 
raarkierte Peptid sterisch erleichtern. Die Aminosauren des 
Spacerbereichs werden vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Glycin, S-Alanin, 7-Aininobuttersaure, c-Amino- 
capronsaure, Lysin und Verbindungen der Strukturf ormel NH^- 
[(CH2)„ Olx-CH^-CHj-COOH, worin n 2 Oder 3 ist und x 1 bis 10 
ist. Weiterhin enthalt der Spacerbereich vorzugsweise minde- 
stens teilweise artefizielle Aminosaurederivate . Der Spacerbe- 
reich ist vorzugsweise am Aminoterminus oder/und Carboxytermi- 
nus des Peptids angeordnet. 

Durch das erf indungsgemSSe Verfahren werden vorzugsweise 
Peptide synthetisiert, die einen Epitopbereich aus pathogenen 
Organismen, z.B. Bakterien, Viren und Protozoen, oder aus 
Autoimmun-Antigenen enthalten. Vorzugsweise stammt der imrauno- 
logisch reaktive Epitopbereich aus viralen Antigenen, z.B. den 
Aminosauresequenzen von HIV I, HIV II, HIV Subtyp O oder 
Hepatitis C-Virus (HCV) . 

Vorzugsweise werden HIV I-, HIVII- bzw. HIV Subtyp 0-Epitope 
aus den Regionen gp32, gp41 und gpl20 ausgewahlt. HCV-Epitope 
werden vorzugsweise aus der Core/Env-Region oder den Nicht- 
Strukturprotein- Regionen NS3 , NS4 oder NS5 ausgewahlt. 
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Besonders bevorzugt wird der Epitopbereich von HIV I, HIV II- 
oder HIV Subtyp 0~Aminosauresequenzen ausgewahlt aus der Gruppe 
der Aminosauresequenzen : 



NNTRKSISIG 


PGRAFYT 




(I) 


NTTRSISIGP 


GRAFYT 




(II) 


IDIQEERRMR 


IGPGMAWYS 




(III) 


QARILAVERY 


LKDQQLLGIW 


GASG 


(IV) 


LGIWGCSGKL 


ICTTAVPWNA 


SWS 


(V) 


KDQQLLGIWG 


SSGKL 




(VI) 


ALETLLQNQQ 


LLSLW 




(VII) 


LSLWGCKGKL 


VCYTS 




(VIII) 


WGIRQLRARL 


LALETLLQN 




(IX) und 


QAQLNSWGCA 


FRQVCHTTVP 


WPNDSLT 


(X) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. 

Die Aminosaurensequenzen I bis III stammen aus der gpl2 0 -Region 
von HIVI, die Aminosauresequenzen IV bis IX stammen aus der 
gp41 -Region von HIVI und die Aminosauresequenz X stammt aus der 
gp32-Region von HIV II. Die Aminosaurese(3uenzen I bis X sind 
weiterhin in den Sequenzprotokollen SEQ ID NO. 1 bis SEQ ID NO. 
10 dargestellt. Die Sequenzen V, VIII und X enthalten jeweils 
2 Cysteine, die vorzugsweise in Form einer Disulf idbriicke 
vorliegen. Vorzugsweise enthalten diese Sequenzen einen N- 
oder/und C-terminalen Spacer, wie oben definiert, der eine 
Hapten-Markierung, vorzugsweise eine Digoxigenin oder Digoxin, 
und besonders bevorzugt eine Digoxigenin- 3- carboxymethylether- 
Markierung tragt , Gegebenenf alls konnen auch innerhalb des 
Epitopbereichs liegende Lysinreste in markierter Form vor- 
liegen . 

Der Epitopbereich von HCV-Aminosauresequenzen wird vorzugsweise 
ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosauresequenzen: 



SRRFAQALPV WARPD (XI) 

PQDVKFPGGG QI VGGV (XII) 

EEASQHLPYI EQ (XIII) 

QKALGLLQT (XIV) 



wo 96/03423 



PCT/EP95/02921 



- 10 - 



SRGNHVSPTH 



YVPESDAA 



(XV) 



PQRKNKRNTN 



RRPQDVKFPG 



AWYELTPAET 



GGQIVGW 



TVRLRAYMNT 



PGLPV 



(XVI) und 
(XVII) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine LSnge von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. Die Sequenz XI 
stammt aus der NS5 -Region, die Sequenzen XII und XVI aus der 
Core Region, die Sequenzen XIII, XIV und XV aus der NS4 Region 
und die Sequenz XVII aus der NS3 Region von HCV. Die Aminosau- 
resequenzen XI bis XVII sind in den Sequenzprotokollen SEQ ID 
NO. 11 bis SEQ ID NO. 17 dargestellt . Vorzugsweise enthalten 
Peptide mit den oben genannten Epitopen zusatzlich einen 
Spacerbereich, der eine Hapten -Markierung tragt . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Hapten-markiertes Peptid, das eine Lange von maximal 5 0 und 
vorzugsweise maximal 3 0 Aminosauren aufweist und am Aminotermi- 
nus oder/und an Aminoseitengrupen mit mindestens einem Hapten- 
Aktivesterderivat gekoppelt ist. Vorzugsweise ist das Hapten 
Digoxigenin oder Digoxin, und der Aktivester ein N-Hydroxy- 
succinimidester . 

Das erf indungsgemaSe Peptid umfaSt vorzugsweise einen immuno- 
logisch reaktiven Epitopbereich, der mit Antikorpern, z.B. aus 
Humanseren reagieren kann, und einen immunologisch nicht 
reaktiven Spacerbereich, wobei der Spacerbereich mindestens 
eine Haptenmarkierung tragt. Vorzugsweise ist der Spacerbereich 
am Aminoterminus des Peptids angeordnet , und hat eine Lange von 
1 bis 10 Aminosauren. Der Epitopbereich stammt vorzugsweise aus 
den Aminosauresequenzen von HIV I, HIV II oder HCV einschlieS- 
lich Varianten, z.B. Subtypen davon, z.B. HIV Subtyp O, und ist 
eine der Aminosauresequenzen I bis XVII oder eine Teilsequenz 
davon . 



Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von 
Hapten-markierten Peptiden als Antigene bei einem immunologic 
schen Verfahren zur Bestimmung von spezifischen Antikorpern in 
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einer Probef lussigkeit . Vorzugsweise werden solche Antikorper 
bestimmt, die auf eine Infektion durch Mikroorganismen, wie 
etwa Bakterien, Viren oder Protozoen, hinweisen. Besonders 
bevorzugt werden gegen Viren gerichtete Antikorper, z.B. gegen 
HIV Oder Hepatitis -Viren gerichtete Antikorper bestimmt. Die 
Probef lussigkeit ist vorzugsweise Serum, besonders bevorzugt 
humanes Serum. Weiterhin ist bevorzugt, dafi die erfindungs- 
gemaSen Hapten-markierten Peptide bei einem immunologischen 
Verfahren im Briickentest format eingesetzt werden. 

AuSerdem betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
immunologischen Bestimmung eines spezifischen Antikorpers in 
einer Probef lussigkeit , welches dadurch gekennzeichnet ist, daS 
man die Probef lussigkeit mit (a) einem ersten markierten 
Antigen, das gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichtet ist 
und ein Hapten-markiertes Peptid, wie oben definiert, umfaSt, 
und (b) einem Rezeptor fur das Hapten, der eine signalerzeu- 
gende Gruppe tragt, inkubiert und den Antikorper uber eine 
Bindung mit dem Peptid nachweist. Vorzugsweise verwendet man 
als erstes Antigen ein mit Digoxin oder Digoxigenin markiertes 
Peptid, und als Rezeptor einen gegen Digoxigenin oder/und 
Digoxin gerichteten Antikorper. Der Begriff "Antikorper" soli 
in diesem Zusammenhang auch Antikorperf ragmente , z.B. Fab-, 
Fab'-, F(ab)2-/ F (ab' ) 2" Fragment e oder andere z.B. gentechnolo- 
gisch modifizierte Ant ikoirperf ragmente, umfassen. Der Rezeptor 
ist mit einer signalerzeugenden Gruppe, vorzugsweise einem 
Enzym, wie etwa Peroxidase, alkalische Phosphatase, S-Galacto- 
sidase. Urease oder Q-S-Replikase, gekoppelt. Die signal- 
erzeugende Gruppe kann jedoch auch eine chromogene, radioaktive 
Oder NMR-aktive Gruppe oder ein Metallpartikel (z.B. Gold) 
sein. Vorzugsweise ist die signalerzeugende Gruppe ein Enzym. 

Das erf indungsgemafie immunologische Bestimmungsverf ahren kann 
an sich nach jedem bekannten Testformat erfolgen, z.B. in einem 
homogenen Immunoassay mit einer einzigen Reaktionsphase oder in 
einem heterogenen Immunoassay mit mehr als einer Reaktions- 
phase. Vorzugsweise wird ein heterogenes Testformat verwendet, 
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bei dem das Vorhandensein des Antikorpers in Anwesenheit einer 
Festphase nachgewiesen wird. Eine Ausf iihrungsf orm dieses 
Testformats ist das sogenannte Doppelantigen-Bruckentestkon- 
zept. Hierbei wird die Probef liissigkeit in Gegenwart einer 
Festphase mit dem ersten Antigen und einetn zweiten Antigen 
inkubiert, das gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichtet 
ist und (a) an die Festphase gebunden ist, oder (b) in einer an 
die Festphase bindefahigen Form vorliegt. Der zu bestimmende 
Antikoirper in der Probef liissigkeit wird durch Bestimmung der 
Markierung in der Festphase oder/und in der fliissigen Phase 
nachgewiesen. Vorzugsweise ist das zweite Antigen mit Biotin 
markiert und ist an eine Festphase bindefahig, die mit 
Streptavidin oder Avidin beschichtet ist. Vorzugsweise ver- 
wendet man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Peptid. 

Die Testdurchfiihrung beinhaltet vorzugsweise ein Mischen der 
Probef liissigkeit mit dem ersten Antigen und dem f estphasensei- 
tigen zweiten Antigen, um einen markierten, immobilisierten 
Komplex aus erstem Antigen, Antikorper und f estphasengebundenem 
zweiten Antigen zu erhalten. Gegeniiber anderen Testformaten zum 
Nachweis von Antikorpern fiihrt das Briickentest format sowohl zu 
einer Verbesserung der SensitivitSt , d.h. es werden alle 
Immunglobulinklassen, wie etwa IgG, IgM, IgA und IgE, erkannt, 
als auch der Spezifitat, d.h. es wird die unspezif ische 
Reaktivitat verringert . Die Spezifitat und Sensitivitat des 
Doppelantigen-Briickentests kann weiterhin verbessert werden, 
wenn man eine Zweischritt-Testf uhrung verwendet, bei der in 
einem ersten Schritt die Probef liissigkeit mit dem ersten und 
dem zweiten Antigen vermischt, und anschlieSend der Rezeptor 
fiir die Haptenmarkierung des ersten Antigens, der die signal- 
erzeugende Gruppe tragt , zugegeben wird. 

Ein weiterer Vorteil des Doppelantigen-Briickentestf ormats , bei 
dem ein f estphasenseitiges und ein Hapten-markiertes Peptid als 
Antigene eingesetzt werden, besteht in der Moglichkeit der 
Verringerung des Risikos einer falsch negativen Bewertung von 
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Proben, die einen hohen Titer des zu bestimmenden Antikorpers 
aufweisen, infolge des Hook-Effekts und zwar durch eine 
Erhohung der Anzahl von Markierungsgruppen pro Peptid vorzugs- 
weise auf 2 bis 10 Markierungsgruppen. Die Erhohung der Anzahl 
von Haptenmarkierungsgruppen pro Peptid fiihrt infolge der 
Amplif ikation des Signals uber den Rezeptor zur Verbesserung 
der Hook-Sensitivitat gegenuber Testf uhrungen mit direkt 
nachweisbaren Markierungsgruppen , 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein 
Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers, das mindestens ein erf indung sgema fie s Hapten- 
markiertes, mit dem zu bestimmenden Antikorper reagierendes 
Peptid enthalt . Wird das Reagenz in einem Doppelantigen- 
Briickentest verwendet, so enthalt es vorzugsweise (a) das 
Hapten-markierte Peptid, (b) einen Rezeptor fur das Hapten, der 
eine signalerzeugende Gruppe tragt, und (c) ein weiteres, mit 
dem zu bestimmenden Antikorper reagierendes Antigen, das an 
eine Festphase gebunden ist oder in einer an eine Festphase 
bindefahigen Form vorliegt . Das Hapten ist vorzugsweise ein 
Cardenolid oder Cardenolid-Glycosid, insbesondere Digoxin oder 
Digoxigenin, der Rezeptor fur das Hapten ist vorzugsweise ein 
gegen das Hapten gerichteter Antikorper, die signalerzeugende 
Gruppe ist vorzugsweise ein Enzym, das weitere Antigen ist 
vorzugsweise biotinyliert und ist an eine mit Streptavidin oder 
Avidin beschichtete Festphase bindefahig. 

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch die nachfolgen- 
den Beispiele und Sequenzprotokolle beschrieben. 

Es zeigen 

SEQ ID NO. 1: die Aminosaureseguenz eines Epitops aus dem 

gpl20-Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO, 2: die Aminosaureseguenz eines weiteren Epitops aus 

dem gpl20-Bereich von HIV I; 
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SEQ ID NO. 3: die Atninosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gpl2 0-Bereich von HIV I, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 4: die Atninosauresequenz des Epitops aus dem gp41- 

Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO. 5: die Atninosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41-Bereich von HIV I ; 
SEQ ID NO. 6: die Aminosauresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem gp41-Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO. 7: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 

gp41-Bereich von HIV I, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 8: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41-Bereich von HIV I, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 9: die Aminosauresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem gp41-Bereich von HIV I, Subtyp 

O; 

SEQ ID NO. 10: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 

gp32-Bereich von HIV II; 
SEQ ID NO. 11: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS5- 

Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 12: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 

Core-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 13: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS4- 

Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 14: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 15: die Aminosauresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 16: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem Core-Bereich von HCV; und 
SEQ ID NO. 17: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS3- 

Bereich von HCV. 
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Beispiel 1 

Herstellung von Hapten-markierten Peptiden 

Die Hapten-markierten Peptide wurden mittels Fluorenylmethyl- 
oxycarbonyl- (Fmoc) -Festphasenpeptidsynthese an einem Batch- 
Peptidsynthesizer, z.B. von Applied Biosystems A431 oder A433, 
hergestellt. Dazu wurden jeweils 4.0 Aquivalente der in Tabelle 
1 dargestellten Aminosaurederivate verwendet : 
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Tabelle 1 : 



A 


Fmoc-Ala-OH 


C 


Fmoc-Cys (Trt) -OH 


D 


Fmoc-Asp (OtBu) -OH 


E 


Fmoc-Glu (OtBu) -OH 


F 


Ftnoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His (Trt) -OH 


jl 


Fmoc-Ile-OH 


Kl 


Fmoc-Lys (Phenylacetyl) -OH 


K2 


Fmoc-Lys (Hoc) -OH 


K3 


Boc-Lys (Ftnoc) -OH 


L 


Fmoc-Leu-OH 


M 


Ftnoc -Met -OH 


N 


Fmoc-Asn (Trt) -OH 


P 


Fmoc-Pro-OH 


II ^ 


Fmoc-Gln (Trt) -OH 


R 


Fmoc-Arg (Pmc) -OH 


S 


Fmoc-Ser (tBu) -OH 


T 


Fmoc-Tnr itisuj -un 


U 


Fmoc - SAl anin - OH 


V 


Fmoc-Val-OH 


W 


Fmoc-Trp-OH 


Y 


Fmoc-Tyr (tBu) -OH 


Z 


Fmoc- e -Aminocapronsaure-OH 


Nle 


Fmoc- € -Norleucin-OH 


1 Abu 


Fmoc-7-Aminobuttersaure-OH 



Das Lysin-Derivat Kl wurde fur Positionen verwendet, an denen 
keine Haptenmarkierung eingefiihrt werden sollte. Das Lysin- 
Derivat K2 wurde fur Positionen verwendet. an denen eine 



wo 96/03423 



PCT/EP95/02921 



- 17 - 

Haptenmarkierung eingefuhrt warden sollte . Das Lysin-Derivat K3 
wurde zur Kopplung der e -Aminogruppe an das Peptid im Spacerbe- 
reich verwendet . 

Die Aminosauren oder Aminosaurederivate wurden in N-Methylpyr- 
rolidon gelost. Das Peptid wurde an 4 00-500 mg 4-(2',4'- 
Dimet hoxypheny 1 - Fmoc - Aminome t hy 1 ) - Phenoxy - Har z { Tetrahedron 
Letters 28 (1987), 2107) mit einer Beladung von 0,4-0,7 mmol/g 
aufgebaut (JACS 95 (1973), 1328). Die Kupplungsreaktionen 
wurden bezuglich des Fmoc -Aminosaurederi vats mit 4 Aquivalenten 
Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivalenten N-Hydroxybenzotria- 
zol in Dimethylf ormamid als Reaktionsmedium wahrend 2 0 min 
durchgef uhrt . Nach jedem Syntheseschritt wurde die Fmoc-Gruppe 
mit 20%igem Piperidin in Dimethylf ormamid in 20 min abgespal- 
ten. 

Bei Anwesenheit von Cysteinresten in der Peptidseguenz erfolgte 
unmittelbar nach Beendigung der Synthase aine Oxidation an der 
Festphase mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan . 

Die Freisetzung des Peptids vom Syntheseharz und die Abspaltung 
der saurelabilen Schutzgruppen - mit Ausnahme der Phenylacetyl- 
schutzgruppe - erfolgte mit 20 ml Trif luoressigsaure , 0,5 ml 
Ethandithiol, 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 1 ml Wasser in 
4 0 min bei Raumtemperatur . Die Reaktionslosung wurde 
anschlieSend mit 3 00 ml gekuhltem Diisopropylether versetzt und 
zur vollstandigen Fallung des Peptids 40 min bei 0«C gehalten. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Diisopropylether 
nachgewaschen, mit wenig 50 %-iger Essigsaure gelost und 
lyophilisiert . Das erhaltene Rohmaterial wurde mittels prapara- 
tiver HPLC an Delta-PAK RP CIS-Material (Saule 50 x 300 mm, 100 
A, 15 pi) uber einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: 
Wasser, 0,1% Trif luoressigsaure , Eluent B: Acetonitril, 0,1% 
Trif luoressigsaure) in ca • 120 min. auf gereinigt . Die Identitat 
des eluierten Materials wurde mittels lonenspray-Massenspek- 
trometrie geprtift. 
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Die Einfuhrung der Hapten-, z.B. einer Digoxigenin- bzw. 
Digoxin-Markierung erfolgte iiber entsprechende Aktivester- 
Derivate and die freien Aminogruppen des Peptids in Losung. Das 
zu derivatisierende Peptid wurde in einer Mischung aus DMSO und 
0,1 M Kaliumphosphat-Puffer pH 8,5 gel6st. AnschlieSend wurden 
2' Aquivalente Aktivester pro freie primare Aminof unktion in 
wenig DMSO gel6st zugetropft und bei Raumtetnperatur geriihrt . 
Der Umsatz wurde uber analytische HPLC verf olgt . Das Produkt 
wird mittels praparativer HPLC auf gereinigt . 

Enthielt das Peptid noch mit Phenyacetyl geschutzte Lysine, so 
wurde diese Schutzgruppe im letzten Schritt enzymatisch mit 
Penicillin-G-Amidase in waSrigem Milieu mit organischem 
Solvens-Anteil bei Raumtemperatur abgespalten. Das Enzym wurde 
abgetrennt, z.B. durch Filtration, und das Peptid iiber prapara- 
tive HPLC auf gereinigt . Die Identitat des eluierten Materials 
wurde mittels lonenspray-Massenspektrometrie gepruf t . 

Aus den Bereichen gpl20, gp41 und gp32 von HIV I bzw. HIV II 
wurden unter Verwendung von Digoxigenin- 3- carboxymethylether-N- 
hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim GmbH. Mannheim, 
BRD) die in Tabelle 2 dargestellten Peptidverbindungen herge- 
stellt . 
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gpl2 0 


Digoxigenin-3-cme-UZU-NNTRKSISIGPGRAFYT 
Digoxi genin - 3 - erne - UZ - NTTRS I S I GPGRAFY 
Digoxigenin- 3 - erne -UZU- IDIQEERRMRIGPGMAWYS 


gp4l/l 


Digoxigenin- 3 - cme -UZU- AVERYLKDQQLLGIW 
Digoxigenin- 3 - cme - ZUZU- AVERYLKDQQLLGIW 
Di goxigenin - 3 - cme - UZ - QAR I LAVERYLKDQQLLG I WGASG 
Di goxigenin - 3 - cme - ZGGGG - QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG 
D i goxi gen i n - 3 - cme - UZU - WG I RQLRARLLALETLLQN 


gp4i/2 


Digoxigenin- 3 -cme-UZU-LGIWGCSGKLICTTAV 
LGIWGCSGK- (cme- 3 -Digoxigenin) -LICTTAV 

Digoxigenin-3-cme-UZU-LGIWGCSGK- (cme -3 -Digoxigenin) - 
LICTTAV 

Digoxigenin - 3 - cme - ZU-GCSGKLICTTAVPWNASWS 
GCSGK- (cme-3 -Digoxigenin) -LICTTAVPWNASWS 
GCSGKLICTTAVPV7NASWSK (cme-3 -Digoxigenin) G 
Digoxigenin- 3 -cme-UZU-LSLWGCKGKLVCYTS 


gp4i/3 


Digoxigenin- 3- cme -UZU-KDQQLLGIWGSSGKL 


gp4l/4 


Digoxigenin-3-cme-UZU- ALETLLQNQLLS LW 


gp32 


Digoxi genin-3-cme-Z- NS WGC AFRQVCHTT 



Aus dem NS5-Bereich, dem NS4-Bereich und dem Core-Bereich von 
HCV wurden die in der folgenden Tabelle 3 dargestellten Peptide 
synthetisiert . 



Tabelle 3 : 



NS5/1 


Digoxigenin- 3 - cme -UZU- SRRFAQALPVWARPD 


Core2 


Digoxigenin- 3 - cme -U- PQDVKFPGGGQI VGGV 


NS4/1 


Digoxigenin-3-cme-UU-Nle-EEASQHLPYIEQ 


NS4/2 


Digoxigenin- 3 -cme-UU-QKALGLLQT 


NS4/3 


Di goxigenin - 3 - cme -UZU- SRGNHVSPTHYVPESDAA 


Corel 


Digoxigenin- 3 -cme-UZU-KNKRNTNRR 


Corel+2 


Digoxigenin - 3 - cme -U- PQRKNKRNTNRRPQDVKFPGGGQI VGW 


NS 3/1 


Digoxigenin- 3- cme -UZ-AWYELTPAETTVRLRAYMNTPGLPV 



Die Herstellung Biotin-markierter Peptide erfolgte entweder N- 
terminal durch eine Derivatisierung am Harz (Biotin-Aktivester) 
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Oder in die Sequenz liber einen mit Biotin- e -derivatisierten 
Lysinrest (Fmoc-Lys (Biotin) -OH) . 



Beispiel 2 

Verbesserung von Spezifitat 
bevorzugte Testfiihrung 



und Sensitivitat durch eine 



Die Spezifitat und Sensitivitat eines Doppelantigen-Brucken- 
tests unter Verwendung der erf indungsgemaSen Peptide kann auch 
durch eine Testfiihrung verbessert werden, bei der in einem 
ersten Schritt die Probe, das Hapten-markierte Antigen und das 
festphasenseitige Antigen vermischt und anschliefiend, vorzugs- 
weise nach 1 bis 4 h, besonders bevorzugt nach 1,5 bis 2,5 h, 
der Anti-Hapten-Antikorper zugesetzt wird. 

Als Antigene wurden die HIV-Epitope gp4l/l und gp4l/2 (Tabelle 
2 ) verwendet . 

Die Test-hf-dinaungp-.n fur de n bevorzuaten Zweischritt-Test waren 
wie folat: 

- neutraler Kaliumphosphatpuf f er SOmmol/l, pH 7,2, 0,2% 
Rinderserumalbumin (RSA) , 0,2 % Natriumlaurylsulf at . (SLS) - 

Detergenz 

I nkuba tionszeiten 

Inkubation von Hapten-markiertem und fest- 

phasenseitigem Antigen mit Serum: 12 0 min 

Inkubation mit Konjugat aus Anti- 

Digoxigenin-Antikorper und 

Peroxidase ( <Dig> - POD) 

Inkubation mit 2 , 2 ' -Azino-di - 

[3-ethylbenzylthiazolin-Sulfonat (6) 1 

(ABTS) : 

Inkubationstemperatur : 2 5 °C 
- bound/free-Trennung zwischen alien Inkubationsschritten 



6 0 min 



6 0 min 
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Die Testbedinaunaen fur den alternativen Zweischritt -Test waren 
wie f olat : 

neutraler Kaliumphosphatpuf f er 50 mmol/l, pH 7,2, 0,2 % RSA, 
0,2 % SLS-Detergenz 
I nkub ationszeiten 

Inkubation von f estphasenseitigem 

Antigen mit Serum: 9 0 tnin 

Inkubation mit Hapten-markiertem 

Antigen und <Dig>-POD: 90 min 

Inkubation mit ABTS : 6 0 min 

Inkubationstemperatur : 25 

bound/ f re e-Trennung zwischen alien Inkubationsschritten 

Die Testbedinaunaen fur den Einschritt-Test waren wie f olat ; 

neutraler Kaliumphosphatpuf fer 50 mmol/1, pH 7,2, 0,2 % RSA, 
0,2 % SLS-Detergenz 
Inkubat ions zei ten 

Inkubation beide TUitigen mit Serum 

und <Dig>-POD 12 0 min 

Inkubation mit ABTS: 60 min 

Inkubationstemperatur: 25 °C 

bound/ free-Trennung zwischen alien Inkubationsschritten 

Die Ergebnisse des Tests sind in der Tabelle 4 dargestellt. Es 
ist zu erkennen, daS bei der bevorzugten Testfuhrung eine viel 
hohere Signaldif f erenzierung, d,h. ein Verhaltnis der Mefi- 
signale von positiven Proben zu negativen Proben, erreicht 
wird. 
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Tabelle 4 
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338 
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Beispiel 3 

In einetn Doppelantigen-Briickentest wurde ein erf indungsgemSfies 
Peptidantigen mit einem rekombinanten Polypeptidantigen ver- 
glichen. In einem erf indungsgemaSen Beispiel wurde das digoxi- 
genylierte Peptidantigen gp4l/2 (Tabelle 2) in Kombination mit 
einem biotinylierten Peptidantigen der gleichen Sequenz 
getestet . In einem Vergleichsbeispiel wurde ein digoxigenylier- 
tes Polypeptidantigen rec. gp41 (Chang et al . , Science 228 
(1985) , 93-96) in Kombination mit einem biotinylierten Polypep- 
tidantigen der gleichen Sequenz getestet. 

Die Ergebnisse des Tests sind in Tabelle 5 dargestellt. "NK" 
bedeutet negative Kontrolle, "PK" bedeutet positive Kontrolle. 
Der "cut-off" Index ist die Grenze zwischen positiver und 
negativer Bewertung eines Experiments. Er ist als 2x NK 
definiert. Aus Tabelle 5 ist ersichtlich, da£ mit dem rekom- 
binanten Polypeptidantigen praktisch keine Dif f erenzierung 
zwischen negativen und positiven Proben moglich ist, wahrend 
das Peptidantigen eine sehr gute Dif f erenzierung erlaubt . 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof er Str • 116 

( C ) ORT : Mannhe im 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 68305 

(ii) ANMELDETITEL : Hapten-markierte Peptide 
(iii) AN2AHL DER SEQUENZEN: 17 

( i V ) COMPUTER - LESBARE FORM : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1 - 0 , Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 17 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
{ vi ) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Asn Asn Thr Arg Lys Ser He Ser He Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr 



Thr 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IjANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLtOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immxinodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM : 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

Asn Thr Thr Arg Ser He Ser He Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr 
1 5 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 3: 

He Asp He Gin Glu Glu Arg Arg Met Arg He Gly Pro Gly Met Ala 
1 5 10 15 

Trp Tyr Ser 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immiinodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 

Gin Ala Arg lie Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gin Gin Leu 
15 10 15 

Leu Gly lie Trp Gly Ala Ser Gly 
20 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 23 Aminosauren 

(B) ART: Aminos Sure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Leu Gly He Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu He Cys Thr Thr Ala Val 
15 10 15 



Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser 
20 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LiANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM : 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Lys Asp Gin Gin Leu Leu Gly He Trp Gly Ser Ser Gly Lys Leu 
1 5 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 
Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Ser Leu Trp 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 15 AminosSuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
( vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Leu Ser Leu Trp Gly Cys Lys Gly Lys Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
1 5 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
( vi ) URS PRUNGLI CHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Trp Gly lie Arg Gin Leu Arg Ala Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Leu 
15 10 15 



Leu Gin Asn 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human iinmunodeficiency virus type 2 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp32 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 10: 

Gin Ala Gin Leu Asn Ser Trp Gly Cys Ala Phe Arg Gin Val Cys His 
15 10 15 

Thr Thr Val Pro Trp Pro Asn Asp Ser Leu Thr 
20 25 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
( vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS5 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 11: 

Ser Arg Arg Phe Ala Gin Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp 
15 10 15 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 
(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA : 

(A) liANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminos^ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: Core 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Gly Val 
15 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 
(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Glu Glu Ala Ser Gin His Leu Pro Tyr lie Glu Gin 
15 10 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
{ vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 14: 

Gin Lys Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr 
1 5 



( 2 ) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 15 : 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 18 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp 
15 10 15 



Ala Ala 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 2 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: Core 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Pro Gin Arg Lys Asn Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gin Asp Val 

15 10 15 

Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Val Val 
20 25 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) liANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION'IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS3 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val Arg Leu Arg Ala 

1 5 10 15 



Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val 
20 25 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Verfahren zur Herstellung von Hapten-markierten Pepti- 
den, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS man 

(a) ein Peptid mit der gewunschten Aminosauresequenz an 
einer Festphase aus Aminosaurederivaten synthetisiert , 
deren reaktive Seitengruppen durch Schutzgruppek 
blockiert sind, wobei die Schutzgruppen an primaren 
Aminoseitengruppen derart ausgewahlt werden, daS sie 
gegebenenf alls selektiv abspaltbar sind, 

(b) eine Abspaltung von Schutzgruppen durchfiihrt, wobei 
mindestens eine freie primare Aminogruppe entsteht, 

(c) ein Hapten-Aktivesterderivat an die mindestens eine 
freie primare Aminogruppe des Peptids koppelt, und 

(d) gegebenenf alls eine Abspaltung von noch verbleiben- 
den Schutzgruppen durchfiihrt, 

wobei das Hapten ausgewahlt wird aus der Gruppe beste- 
hend aus Sterinen, Gallensauren, Sexualhormonen, Corti- 
coiden, Cardenoliden, Cardenolid-Glycosiden, Bufa- 
dienoliden, Steroid- Sapogeninen und Steroidalkaloiden . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzelchziet, 

daS das Hapten ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus Cardenoliden und Cardenolid-Glycosiden . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS das Hapten ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus Digoxigenin, Digitoxigenin, Gitoxigenin, Strophan- 
tidin, Digoxin, Digitoxin, Ditoxin und Strophantin, 

4 • Verfahren nach Anspruch 3 , 
dadurch gekezizizeichnet , 
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daS man Digoxigenin oder Digoxin als Hapten verwendet . 

5. Verfahren nach einetn der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekeimzeichnet , 

daS man an Positionen des Peptids, an denen eine Kopp- 
lung des Haptens erfolgen soil, ein Aminosaurederivat 
mit einer ersten Schutzgruppe fur die Aminoseitenkette 
verwendet, die unter bestimmten Reaktionsbedingungen 
quantitativ abspaltbar ist, und daS man an Positionen 
des Peptids, an denen keine Kopplung des Haptens erfol- 
gen soil, ein Aminosaurederivat mit einer zweiten 
Schutzgruppe fiir die Aminoseitenkette verwendet, die 
unter den Reaktionsbedingungen, bei denen die erste 
Schutzgruppe abgespalten wird, selbst nicht abspaltbar 
ist . 

6 . Verfahren nach Anspruch 5 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man eine erste saurelabile Schutzgruppe und eine 
zweite saurestabile Schutzgruppe verwendet. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als Aktivesterderivat einen N-Hydroxysuc- 
cinimidester verwendet. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein Peptid synthetisiert , das einen immunolo- 
gisch reaktiven Epitopbereich und einen Spacerbereich 
umfaSt, wobei mindestens eine Hapten-Markierung an den 
Spacerbereich gekoppelt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Spacerbereich eine Lange von 1 bis 10 Aminosau- 
ren aufweist. 
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10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS ein Spacerbereich am Amino- oder/und Carboxytermi- 
nus des Peptids angeordnet ist. 

11. Verfahren nach einem der Ansprtiche 8 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi der Spacerbereich Aminosauren enthalt, die Ladungen 
aufweisen oder/und Wasserstof f briicken ausbilden konnen. 

12- Verfahren nach einem der Anpruche 8 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Aminosauren des Spacerbereichs ausgewahlt wer- 
den aus der Gruppe bestehend aus Glycin, S-Alanin, y- 
Aminobuttersaure, € -Aminocapronsaure , Lysin und Ver- 
bindungen der Strukturf ormel NH2- [ {CH2) n-0] X-CH2-CH2-COOH, 
worin n 2 oder 3 ist und x 1 bis 10 ist. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, 
dadurch gekennz eichne t , 

dafi man ein Peptid synthetisiert , das einen Epitopbe- 
reich aus den Aminosauresequenzen von HIV I, HIV II 
Oder HCV enthalt. 

14 . Verfahren nach Anspruch 13 , 
dadurch gekennz eichnet, 

daS der Epitopbereich ausgewahlt wird aus der Gruppe 
der 

HIV I- Oder HIV I I -Aminosauresequenzen 



NNTRKS I S I G PGRAF YT ( I ) 

NTTRSISIGP GRAFYT (II) 

IDIQEERRMR IGPGMAWYS (HI) - 

QARILAVERY LKDQQLLGIW GASG (IV) 

LGIWGCSGKL ICTTAVPWNA SWS (V) 

KDQQLLGIWG SSGKL (VI) 

ALETLLQNQQ LLSLW (VII) 
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LSLWGCKGKL VCYTS (VIII) 

WGIRQLRARL LALETLLQN (IX) und 

QAQLNSWGCA FRQVCHTTVP WPNDSLT (X) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 
6 Aminosauren aufweisen. 



15. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekexmzeichnet, 

daS der Epitopbereich ausgewahlt wird aus der Gruppe 
der HCV-Aminosauresequenzen 



SRRFAQALPV WARPD { XI ) 

PQDVKFPGGG QIVGGV (XII) 

EEASQHLPYI EQ (XIII) 

QKALGLLQT (XIV) 

SRGNHVSPTH YVPESDAA (XV) 

PQRKNKRNTN RRPQDVKFPG 

GGQIVGW (XVI) und 

AWYELTPAET TVRLRAYMNT PGLPV (XVII) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 
6 Aminosauren aufweisen. 



16 . Hapten-markiertes Peptid, das eine Lange von maximal 50 
Aminosauren aufweist und am Aminoterminus oder/und an 
Aminoseitengruppen mit mindestens einem Hapten-Aktiv- 
esterderivat gekoppelt ist, wobei das Hapten ausgewahlt 
ist aus der Gruppe bestehend aus Sterinen, Gallensau- 
ren, Sexualhormonen, Corticoiden, Cardenoliden, Garde - 
nolid-Glycosiden, Buf adienoliden. Steroid- Sapogeninen 
und Steroidalkaloiden . 



17. 



Peptid nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi das Hapten Digoxigenin oder Digoxin ist , 



wo 96/03423 



PCT/EP95/02921 



- 38 - 

18. Peptid nach Anspruch 16 oder 17, 
dadurch gekennzeichnet , 

daiS das Peptid einen immunologisch reaktiven Epitopbe- 
reich und einen Spacerbereich umfaSt, wobei der Spacer- 
bereich mindestens eine Hapten -Markierung tragt . 

19. Peptid nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein Spacerbereich am Amino- oder/und Carboxytermi- 
nus des Peptids angeordnet ist . 

20. Peptid nach einem der Anspriiche 16 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Epitopbereich aus den Aminosauresequenzen von 
IV I, HIV II Oder HCV stammt. 

21. Peptid nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Epitopbereich ausgewahlt ist aus der Gruppe der 
HIV I Oder HIV II -Aminosauresequenzen 
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Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 
6 Aminosauren aufweisen. 



22. Peptid nach Anspruch 20, 
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dadurch gekezinzeichnet , 

daS der Epitopbereich ausgewahlt ist aus der Gruppe der 
HCV-Aminosauresequenzen 
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Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 
6 Aminosauren aufweisen. 

23. Verwendung von Hapten-markierten Peptiden, die durch 
ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15 herge- 
stellt wurden, oder von Peptiden nach einem der An- 
spriiche 16 bis 22 als Antigene bei einem immunologic 
schen Verfahren zur Bestimmung von spezifischen Anti- 
korpern in einer Probef liissigkeit . 

24. Verwendung nach Anspruch varfladik eguriatm BinfoDiaroibB gi il . -r» 1 fmm t . 

25. Verfahren zur immunologischen Bestimmung eines spezifi- 
schen Antikorpers in einer Probef lussigkeit 

dadurch gekezizizeichnet, 

daS man die Probef lussigkeit mit 

(a) einem ersten markierten T^tigen, das gegen den zu 
bestimmenden Antikorper gerichtet ist und ein Hapten- 
markiertes Peptid, das durch ein Verfahren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 15 hergestellt wurde, oder ein 
Peptid nach einem der Anspriiche 16 bis 22 umfaSt, und 

(b) einem Rezeptor fiir das Hapten, der eine signaler- 
zeugende Gruppe tragt. 
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inkubiert und den Antikorper xiber eine Bindung mit dem 
Peptid nachweist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekeiinzeichnet , 

daS man als erstes Antigen ein mit Digoxin oder Digoxi- 
genin markiertes Peptid und als Rezeptor einen gegen 
Digoxigenin oder/und Digoxin gerichteten Antikorper 
verwendet • 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Probef liissigkeit in Gegenwart einer Fest- 
phase rait dem ersten Antigen und einem zweiten Antigen 
inkubiert, das gegen den zu bestimmenden Antikorper 
gerichtet ist und 

(a) an die Festphase gebunden ist oder 

(b) in einer an die Festphase bindefahigen Form vor- 
liegt, und den zu bestimmenden Antikorper durch Bestim- 
mung der Markierung in der Festphase oder/und in der 
flussigen Phase nachweist. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekexinzeichnet, 

daS man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Antigen und eine Festphase, die mit Streptavidin oder 
Avidin beschichtet ist, verwendet. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Peptid verwendet. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet. 
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daS man die Probef lussigkeit mit dem ersten und dem 
zweiten Antigen vermischt und anschlieSend den Rezeptor 
fur das Hapten des ersten Antigens zusetzt. 

31. Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifi- 
schen Antikorpers, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS es mindestens ein Hapten-markiertes , mit dem zu 
bestimmenden Antikorper reagierendes Peptid, das durch 
ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15 herge- 
stellt wurde, oder ein Hapten-markiertes , mit dem zu 
bestimmenden Antikorper reagierendes Peptid nach einem 
der Anspruche 16 bis 22 enthalt . 

32. Reagenz nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es 

(a) das Hapten-markierte, mit dem zu bestimmenden Anti- 
korper reagierende Peptid, 

(b) einen Rezeptor fur das Hapten, der eine signaler- 
zeugende Gruppe tragt, und 

(c) ein weiteres, mit dem zu bestimmenden Antikorper 
reagierendes Antigen, das an eine Festphase gebunden 
ist Oder in einer an eine Festphase bindefahige Form 
vorliegt , 

enthalt . 
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(54)TiUe: HAPTEN-MARKED PEPTIDES 

(54) Bezeicbnung: HAPTEN-MARKIERTE PEPTIDE 

(57) Abstract 

The invention concerns a method of producing hapten-martccd peptides, characterized by the fact that (a) a peptide with the desired 
amino acid sequence is synthesised on a solid phase of amino acid derivatives whose reactive side groups are blocked by protective groups 
selected on primary amino side groups to ensure that they can be selectively split off; (b) protective groups are split off. producing at least 
one free primary amino group; (c) a hapten-active ester derivative is coupled to at least one free primary amino group of the peptide; and 
(d) where appropriate, remaining protective groups are split off. The hapten is selected from a group comprising sterines. gallic acids, sex 
hormones, corticoids. cardenolids. cardenoiid-glycosides. bufadicnolides. steroid-sapogenins and steroid alkaloids. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bctrifft ein Verfahren zur Herstellung von Hapten-markierten Pcptiden, dadurch gekennzeichnet, daB man (a) ein Peptid 
mit der gewtlnschtcn Aminosaurescqucnz an einer Festphase aus Aminosauredcrivaten synthetisiert, deren reaktive Seitcngruppen durch 
Schutzgruppen blockiert sind, wobei die Schutzgruppen an primaren Aminoseitengruppen derart ausgewahlt werden. daB sie gegebenenfalls 
selektiv abspaltbar sind, (b) cine Abspaltung von Schutzgruppen duichfDhrt. wobei mindestens eine fireie prim^re Aminogruppe entsteht. (c) 
ein Hapten-Aktivesterderivat an die mindestens eine freie primSre Aminogruppe des Peptids koppelt. und (d) gegebenenfalls eine Abspaltung 
von noch vcrbleibcndcn Schutzgruppen durchfUhrt, wobei das Hapten ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus Stcrinen, Gallensauren. 
Sexualhormonen. Corticoiden. Cardenoliden. Cardenolid-Glycosiden, Bufadienoliden. Steroid-Sapogeninen und Steroidalkaloiden. 
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Hapten -markierte Peptide 
BESCHREIBUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her- 
stellung von Hapten-markierten Peptiden, durch dieses Verfahren 
erhaltliche Hapten-markierte Peptide sowie die Verwendung 
dieser Peptide in einem immunologischen Nachweisverf ahren . 

Der Nachweis von Immunglobulinen in Korperf liissigkeiten, ins- 
besondere in Humanseren, wird zur Diagnostik von Infektionen 
mit Mikroorganismen, insbesondere Viren, wie etwa HIV, Hepati- 
■tis-Viren, etc. verwendet . Das Vorhandensein von spezifischen 
Immunglobulinen in der untersuchten Probe wird liblicherweise 
durch Reaktion mit einem oder mehreren Antigenen, die mit den 
spezifischen Immunglobulinen reagieren, nachgewiesen . Verfahren 
zur Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen in der Probe- 
fliissigkeit miissen sensitiv, zuverlassig, einfach und schnell 
sein. 

In den letzten Jahren wurden zunehmend Nachweissysteme auf 
Basis nicht-radioaktiver Markierungsgruppen entwickelt, bei 
denen das Vorhandensein eines Tlnalyten, z.B. eines spezifischen 
Antikorpers, in der untersuchten Probe mit Hilfe optischer 
(z.B. Lumineszenz oder Fluoreszenz) , NMR-aktiver oder Metall- 
prazipitierender Detektionssysteme bestimmt werden konnte . 

EP-A-0 307 149 offenbart einen Immuntest fiir einen Antikorper, 
bei dem zwei rekombinante Polypeptide als Antigene verwendet 
werden, von denen eines an einer festen Phase immobilisiert 
ist, und das andere eine Markierungsgruppe tragt, wobei beide 
rekombinanten Antigene in unterschiedlichen Organismen ex- 
primiert werden, um die Spezifitat des Nachweises zu erhohen. 

EP-A-0 366 673 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von 
Antikorpern in einer Probe, bei dem ein Antikorper durch 
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Reaktion mit einem gereinigten, markierten Antigen und dem 
gleichen gereinigten Antigen in einer Festphasen-gebundenen 
Form nachgewiesen wird. Als Antigen wird beispielsweise humanes 
IgG offenbart. 

EP-A-0 386 713 beschreibt ein Verfahren zutn Nachweis von 
Antikorpern gegen HIV unter Verwendung von zwei festen Tragern, 
wobei an beide festen Trager verschiedene HIV-Antigene immobi- 
lisiert werden, die jeweils mit einem Aliquot einer Probe und 
einem markierten HIV-Antigen in Kontakt gebracht werden, wobei 
das Vorhandensein von Antikorpern durch eine positive Reaktion 
in mindestens einem der Tests nachgewiesen wird. Als HIV-Anti- 
gene werden rekombinant hergestellte Polypeptide offenbart. 

EP-A-0 507 586 beschreibt ein Verfahren zur Durchfuhrung eines 
immunologischen Tests fur ein spezifisches Immunglobulin, bei 
dem eine Probe rait zwei zur Bindung des Immunglobulins fahigen 
Antigenen in Kontakt gebracht wird, wobei das erste Antigen 
eine zur Bindung an einen festen Trager geeignete Gruppe tragt, 
und das zweite Antigen eine Ma rkie rungs gruppe tragt . Die 
Markierungsgruppe kann eine direkte Ma rkie rungs gruppe sein, 
z.B, ein Enzym, ein Chromogen, ein Metallteilchen, oder auch 
eine indirekte Markierungsgruppe, d.h. die am Antigen ange- 
brachte Markierungsgruppe kann mit einem Rezeptor fur die 
Markierungsgruppe, der wiederum eine signalerzeugende Gruppe 
tragt, reagieren. Als Beispiel fur eine solche indirekte 
Markierungsgruppe wird ein Fluoresceinderivat genannt , dessen 
Rezeptor ein Antikorper ist, der wiederum mit einem Enzym 
gekoppelt ist. Als Antigene werden Polypeptide, wie etwa das 
Hepatitis B-Oberf lachenantigen offenbart. In dieses Antigen 
werden durch Derivatisierung SH-Gruppen eingefiihrt, mit denen 
das Fluorescein gekoppelt v^ird. 

EP-A-0 507 587 offenbart ein spezifisch zum Nachweis von IgM 
Antikorpern geeignetes Verfahren, bei dem die Probe mit einem 
markierten Antigen, das gegen den nachzuweisenden Antikorper 
gerichtet ist, und einem zweiten Antikorper, der ebenfalls 
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gegen den nachzuweisenden Antikorper gerichtet und an eine 
Festphase bindefahig ist, inkubiert wird. 

Bei den aus dem Stand der Technik bekannten immunologischen 
Nachweisverf ahren fur Antikorper werden liblicherweise Polypep- 
tid-Antigene verwendet , die meist durch rekombinante DNA- 
Methoden erzeugt wurden. Beitn Einsatz derartiger Polypeptide 
Antigene konnen jedoch Probleme auftreten. So konnen rekom- 
binante Polypetide oft nur in Form von Fusionspolypeptiden 
erzeugt werden, bei denen der Fusionsanteil zu falsch positiven 
Resultaten im Test fuhren kann. Weiterhin zeigen durch rekom- 
binante Expression erzeugte Polypeptide oft eine nur geringe 
Stabilitat in der Probelosung und neigen zu Aggregation. Ein 
weiterer Nachteil ist, daS oft keine selektive und reproduzier- 
bare Einfuhrung von Markierungsgruppen in solche Polypeptide 
moglich ist . 

Uberdies ist die Herstellung rekombinanter Polypeptidantigene 
mit hohen Kosten verbunden und es kdnnen grofie Schwankungen in 
der immunologischen Reaktivitat bei verschiedenen Chargen 
rekombinanter Polypeptidantigene auf treten . 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Problem war 
somit die Bereitstellung eines Verfahrens, bei dem auf einfache 
und effiziente Weise Antigene fur immunologische Tests erzeugt 
werden konnen, wobei die Nachteile der aus dem Stand der 
Technik bekannten Antigene mindestens teilweise beseitigt 
werden. Weiterhin soil das Verf ahren eine selektive und 
reproduzierbare Einfuhrung von Markierungsgruppen in die 
Antigene ermoglichen . 

Dieses Problem wird gelost durch ein Verfahren zur Herstellung 
von Hapten-markierten Peptiden, welches dadurch gekennzeichnet 
ist , 
daS man 

(a) ein Peptid mit der gewunschten Aminosauresequenz an einer 
Festphase aus Aminosaurederivaten synthetisiert , deren reaktive 
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Seitengruppen durch Schutzgruppen blockiert sind, wobei die 
Schutzgruppen an primaren Aminoseitengruppen derart ausgewahlt 
warden, daS sie gegebenenf alls selektiv abspaltbar sind, 

(b) eine Abspaltung von Schutzgruppen durchfuhrt, wobei 
mindestens eine freie primare Aminogruppe entsteht, 

(c) ein Hapten- Aktivester-derivat an die mindestens eine freie 
primare Aminogruppe des Peptids koppelt, und 

(d) gegebenenf alls eine Abspaltung von noch verbleibenden 
Schutzgruppen durchfiihrt, wobei das Hapten ausgewahlt wird aus 
der Gruppe bestehend aus Sterinen, Gallensauren, Sexualhormo- 
nen, Corticoiden, Cardenoliden, Cardenolid-Glycosiden, Bufa- 
dienoliden, Steroid-Sapogeninen und Steroidalkaloiden . 

Die durch das erf indungsgemaSe Verfahren hergestellten Peptide 
haben vorzugsweise eine Lange von maximal 50 Aminosauren, 
besonders bevorzugt von maximal 3 0 Aminosauren und eignen sich 
hervorragend fur immunologische Nachweisverf ahren, insbesondere 
zur Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen . Uberraschen- 
derweise wurde f estgestellt , daS die durch das erf indungsgemaSe 
Verfahren hergestellten Peptide trotz der Anwesenheit von 
sperrigen Hapten-Markierungsgruppen eine hohe Affinitat und 
Spezifitat fur die nachzuweisenden Immunglobuline besitzen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren ermoglicht die selektive 
Einfuhrung von Hapten-Markierungsgruppen , sowohl bezuglich 
ihrer Lokalisierung als auch ihrer Anzahl. Bei der erfindungs- 
gemaSen Peptidsynthese besteht namlich die Moglichkeit, durch 
Verwendung bestimmter Schutzgruppen an primaren Aminogruppen 
der eingesetzten Aminosaurederivate diejenigen Positionen des 
Peptids gezielt auszuwahlen, die nach selektiver Schutzgruppen- 
abspaltung zur Reaktion mit dem Hapten zur Verfiigung stehen. 
Auf diese Weise wird eine bessere Reproduzierbarkeit und 
Sensitivitat der Tests erreicht. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemaSen Verfahrens ist, dafi 
durch die Verwendung von Peptid-Antigenen alle Antikorper- 
klassen, wie etwa IgG, IgM, IgE und IgA, erkannt werden. Auch 
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die Storanf alligkeit des Tests ist durch Verwendung def inierter 
kleiner und stabiler Antigene, die nicht zur Aggregation 
neigen, geringer. 

Die Haptene, die durch das erf indungsgemaSe Verfahren an das 
Peptid gekoppelt werden, sind Molekiile mit einem Steroid- 
grundgeriist, die ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus 
Sterinen, Gallensauren, Sexualhormonen, Corticoiden, Cardeno- 
liden, Cardenolid-Glycosiden, Buf adienoliden, Steroid-Sapogeni- 
nen und Steroidalkaloiden . Diese Haptene sind mit einem 
spezifischen Rezeptor bindefahig, z.B. mit Antikorpern oder 
Antikorperf ragmenten, die gegen das Hapten gerichtet sind. 
Besonders bevorzugt wird das Hapten ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Cardenoliden und Cardenolid-Glycosiden . Vertreter 
dieser Stoffklassen sind Digoxigenin, Digitoxigenin, Gitoxige- 
nin, Strophantidin, Digoxin, Digitoxin, Ditoxin und Strophan- 
tin, wobei Digoxigenin und Digoxin besonders bevorzugt sind. 

Bei dem erf indungsgemaSen Verfahren wird das Hapten-Aktivester- 
derivat an den Aminoterminus oder/und an freie primare Amino- 
seitengruppen des Peptids gekoppelt. Der Begriff "Aktivester" 
im Sinne der vorliegenden Erfindung umfaSt aktivierte Ester- 
gruppen, die mit freien Aminogruppen von Peptiden unter solchen 
Bedingungen reagieren konnen, daS keine storenden Nebenreakt io~ 
nen mit anderen reaktiven Gruppen des Peptids auftreten konnen . 
Vorzugsweise wird als Akt ivesterderivat ein N-Hydroxysuccini - 
midester verwendet . Beispiele fur geeignete Hapten-Aktivester- 
derivate sind Digoxin-4' ' ' -hemiglutarat -N-hydroxysuccinimid- 
ester , Digoxigenin- 3 - carboxyme thy 1 ether -N- hydroxy succinimid- 
ester , Digoxigenin- 3 - 0-methylcarbonyl - £ - aminocapronsaure -N- 
hydroxysuccinimidester , Digoxigenin- 3 -hemisuccinat -N-hydroxy- 
succinimidester , Digitoxin-4' ' ' -hemiglutarat-N-hydroxysuc- 

cinimidesterundDigitoxigenin-3 - hemisuccinat-N-hydroxysuccini- 
midester. Diese Haptenderivate sind von der Fa. Boehringer 
Mannheim GmbH (Mannheim, BRD) kommerziell erhaltlich, Neben den 
N-Hydroxysuccinimidestern konnen auch analoge p-Nitrophenyl- , 
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Pentaf luorphenyl- , Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolyl- 
ester verwendet werden. 

Bei dem erf indungsgemafien Verfahren wird das Peptid mit der 
gewunschten Aininosauresequenz an einer Festphase, vorzugsweise 
mit einem kommerziellen Peptid-Synthesegerat (z.B. die Gerate 
A 431 Oder A 433 von Applied Biosystems) hergestellt . Die 
Synthese erfolgt nach bekannten Methoden, vorzugsweise ausge- 
hend votn Carboxylterminus des Peptids unter Verwendung von 
Aminosaurederivaten . Vorzugsweise werden Aminosaurederivate 
eingesetzt, deren fiir die Kupplung benotigte Amino -Endgruppe 
mit einem Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) -Rest derivatisiert 
ist . Reaktive Seitengruppen der eingesetzten Aminosauren 
enthalten Schutzgruppen, die nach Beendigung der Peptidsynthese 
ohne weiteres abspaltbar sind. Bevorzugte Beispiele hierfur 
sind Schutzgruppen, wie etwa Triphenylmethyl (Trt) , t-Butyl- 
ether (tBu) , t-Butylester (0 tBu) , tert . -Butoxycarbonyl (Boc) 
Oder 2 , 2 , 5 , 7 , 8-Pentamethylchroman-6-sulf onyl (Pmc) . Die 
Aminoseitenketten von Lysinresten oder anderen Aminosaure- 
derivaten mit primaren Aminoseitengruppen, die sich an Positio- 
nen des Peptids befinden, die spater mit dem Hapten derivati- 
siert werden sollen, sind mit einer ersten Aminoschutzgruppe 
versehen, die so ausgewahlt wird, dafi sie guantitativ unter 
bestimmten Reaktionsbedingungen, z.B. in Anwesenheit von Saure , 
abspaltbar sind. Ein Beispiel fiir eine geeignete saurelabile 
Schutzgruppe ist Boc. Die Seitengruppen von Lysinresten oder 
anderen Aminosaureresten mit primaren Aminoseitengruppen , an 
denen keine Kopplung eines Haptens gewunscht wird, sind mit 
einer zweiten Aminoschutzgruppe versehen, die so ausgewahlt 
wird, daS sie unter den Bedingungen, bei denen die erste 
Schutzgruppe abspaltbar ist, selbst nicht abgespalten wird, 
Vorzugsweise ist die zweite Schutzgruppe auch unter denjenigen 
Bedingungen stabil, bei denen die Abspaltung des Peptids von 
der Festphase und die Abspaltung aller anderen Schutzgruppen 
erfolgt. Beispiele fur solche zweiten Schutzgruppen sind 
saurestabile Schutzgruppen, wie etwa Phenylacetyl . Neben den 20 
naturlichen Aminosauren kann das Peptid auch artefizielle 
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Aminosauren, wie etwa S-Alanin, y-Aminobut tersaure , e -Amino- 
capronsaure, Norleucin oder Ornithin enthalten. Diese artefi- 
ziellen Aminosauren werden analog wie die naturlichen Aminosau- 
ren fiir die Synthase in geschutzter Form eingesetzt. 

Nach Beendigung der Synthese erfolgt gegebenenf alls nach Frei- 
setzung des Peptids von der Festphase eine Abspaltung von 
Schutzgruppen einschlieSlich der ersten Aminos chut zgruppen, die 
sich an den Positionen befinden, an denen die Kopplung des 
Haptens stattfinden soil. Dann wird das auf diese Weise 
erhaltene Produkt gereinigt, vorzugsweise durch HPLC. An- 
schlieSend erfolgt die Einfuhrung der Hapten-Markierung durch 
Umsetzung des Peptids mit dem jeweils gewiinschten Hapten- 
Aktivesterderivat , das mit freien priraaren Aminogruppen , d.h. 
mit der Amino -Endgruppe oder/und Aminoseitengruppen des 
Peptids, reagiert. Pro freie primare Aminogruppe werden 
vorzugsweise 1,5 bis 2,5 Aquivalente Aktivester eingesetzt. 
AnschlieSend wird das Reaktionsprodukt auf gereinigt , vorzugs- 
weise durch HPLC. 

Enthalt das Peptid noch Aminogruppen , die .mit einer zweiten 
Schutzgruppe , wie etwa Phenylacetyl , derivatisiert sind, so 
werden diese Schutzgruppen im letzten Schritt entfernt. Die 
Entfernung von Phenylacetylschutzgruppen kann beispielsweise 
enzymatisch mit immobilisierter oder loslicher Penicillin G- 
Amidase in wafiriger Losung mit organischem Solvensanteil bei 
Raumtemperatur erf olgen . 

Enthalten die durch das erf indungsgemafie Verfahren hergestell- 
ten Peptide eine intramolekulare Disulf idbrucke , so kann die 
Peptidsequenz nach Beendigung der Synthese, aber vor Abspaltung 
der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe der letzten Aminosaure, z.B. 
mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan (Kamber- und 
Hiskey in Gross E. und Meienhofer J., The Peptides, Academic 
Press, New York, 1981, Seiten 145 bis 147) an der Festphase 
oxidiert, und anschlieSend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe 
abgespalten werden. 
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Vorzugsweise wird ein Peptid synthetisiert , das einen immunolo- 
gisch reaktiven Epitopbereich, d.h. sine Ant ikorper-bindende 
Peptidsequenz , und einen Spacerbereich umf aSt . Vorzugsweise 
wird mindestens eine Hapten-Markierung in diesem Fall an den 
Spacerbereich gekoppelt . Peptide, bei denen die Markierung im 
Spacerbereich angeordnet ist, zeigen oft eine bessere Sensiti- 
vitat in immunologischen Tests. 

Der Spacerbereich, der vorzugsweise eine Lange von 1 bis 10 
Aminosauren auf waist, wirkt stabilisierend und loslichkeitsver- 
mittelnd, da er vorzugweise Ladungen enthalt oder/und Wasser- 
stoffbriicken ausbilden kann. AuSerdem kann er die Bindung von 
mehreren, z.B. hochraolekularen Rezeptoren an das Hapten- 
markierte Peptid sterisch erleichtern. Die Aminosauren des 
Spacerbereichs warden vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehand aus Glycin, S-Alanin, 7-Aminobuttarsaure, e-Amino- 
capronsaure, Lysin und Verbindungen der Strukturf ormel NH2- 
[(CH2}n 0] 5C-CH2-CH2-COOH, worin n 2 oder 3 ist und x 1 bis 10 
ist. Weiterhin enthalt der Spacerbereich vorzugsweise minde- 
stens teilwaise artefizielle Aminosaurederivate . Der Spacerbe- 
reich ist vorzugsweise am Aminoterminus oder/und Carboxytermi- 
nus des Peptids angeordnet. 

Durch das erf indungsgemaSe Verfahren werden vorzugsweise 
Peptide synthetisiert, die einen Epitopbereich aus pathogenen 
Organismen, z.B. Bakterien, Viren und Protozoen, oder aus 
Autoimmun-Antigenen enthalten. Vorzugsweise stammt der immune- 
logisch raaktive Epitopbereich aus viralen Antigenen, z.B. den 
Aminosauresequenzen von HIV I, HIV II, HIV Subtyp O oder 
Hepatitis C-Virus (HCV) . 

Vorzugsweise werden HIV I-, HIVII- bzw. HIV Subtyp 0-Epitope 
aus den Regionen gp32, gp41 und gpl20 ausgewahlt. HCV-Epitope 
werden vorzugsweise aus der Core/Env-Region oder den Nicht- 
Strukturprotein-Regionen NS3 , NS4 oder NS5 ausgewahlt. 
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Besonders bevorzugt wird der Epitopbereich von HIV I, HIV II- 
oder HIV Subtyp O- Aminosaureseguenzen ausgewahlt aus der Gruppe 
der Aminosaureseguenzen: 



NNTRKSISIG 


PGRAFYT 




(I) 


NTTRSISIGP 


GRAFYT 




(ID 


IDIQEERRMR 


IGPGMAWYS 




(III) 


QARILAVERY 


LKDQQLLGIW 


GASG 


(IV) 


LGIWGCSGKL 


ICTTAVPWNA 


SWS 


(V) 


KDQQLLGIWG 


SSGKL 




(VI) 


ALETLLQNQQ 


LLSLW 




(VII) 


LSLWGCKGKL 


VCYTS 




(VIII) 


WGIRQLRARL 


LALETLLQN 




(IX) und 


QAQLNSWGCA 


FRQVCHTTVP 


WPNDSLT 


(X) 



Oder Teilseguenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. 

Die Aminosaurensequenzen I bis III staramen aus der gpl20-Region 
von HIVI, die Aminosaureseguenzen IV bis IX stammen aus der 
gp41 -Region von HIVI und die Aminosaureseguenz X stammt aus der 
gp32-Region von HIV II. Die Aminosaureseguenzen I bis X sind 
weiterhin in den Seguenzprotokollen SEQ ID NO. 1 bis SEQ ID NO. 
10 dargestellt. Die Seguenzen V, VIII und X enthalten jeweils 
2 Cysteine, die vorzugsweise in Form einer Disulf idbrucke 
vorliegen. Vorzugsweise enthalten diese Seguenzen einen N- 
oder/und C-terminalen Spacer, wie oben definiert, der eine 
Hapten-Markierung, vorzugsweise eine Digoxigenin oder Digoxin, 
und besonders bevorzugt eine Digoxigenin- 3 -carboxymethylether- 
Markierung tragt . Gegebenenf alls konnen auch innerhalb des 
Epitopbereichs liegende Lysinreste in markierter Form vor- 
liegen . 

Der Epitopbereich von HCV-Aminosaureseguenzen wird vorzugsweise 
ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosaureseguenzen : 



SRRFAQALPV WARPD (XI) 

PQDVKFPGGG QIVGGV (XII) 

EEASQHLPYI EQ (XIII) 

QKALGLLQT (XIV) 
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SRGNHVSPTH 



YVPESDAA 



(XV) 



PQRKNKRNTN 



RRPQDVKFPG 



GGQIVGW 



(XVI) und 



AWYELTPAET 



TVRLRAYMNT 



PGLPV 



(XVII) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. Die Sequenz XI 
stammt aus der NS5-Region, die Sequenzen XII und XVI aus der 
Core Region, die Sequenzen XIII, XIV und XV aus der NS4 Region 
und die Sequenz XVII aus der NS3 Region von HCV. Die Aminosau- 
resequenzen XI bis XVII sind in den Sequenzprotokollen SEQ ID 
NO. 11 bis SEQ ID NO. 17 dargestellt . Vorzugsweise enthalten 
Peptide mit den oben genannten Epitopen zusatzlich einen 
Spacerbereich, der eine Hapten-Markierung tragt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Hapten-markiertes Peptid, das eine Lange von maximal 50 und 
vorzugsweise maximal 3 0 Aminosauren aufweist und am Aminotermi- 
nus Oder /und an Aminoseitengrupen mit mindestens einem Hapten- 
Aktivesterderivat gekoppelt ist . Vorzugsweise ist das Hapten 
Digoxigenin oder Digoxin, und der Aktivester ein N-Hydroxy- 
succinimidester . 

Das erf indungsgemaSe Peptid umfaSt vorzugsweise einen immuno- 
logisch reaktiven Epitopbereich, der mit Antikorpern, z.B. aus 
Humanseren reagieren kann, und einen immunologisch nicht 
reaktiven Spacerbereich, wobei der Spacerbereich mindestens 
eine Haptenmarkierung tragt. Vorzugsweise ist der Spacerbereich 
am Aminoterminus des Peptids angeordnet, und hat eine Lange von 
1 bis 10 Aminosauren. Der Epitopbereich stammt vorzugsweise aus 
den Aminosauresequenzen von HIV I, HIV II oder HCV einschlieS- 
lich Varianten, z.B. Subtypen davon, z.B. HIV Subtyp O, und ist 
eine der Aminosauresequenzen I bis XVII oder eine Teilsequenz 
davon . 



Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von 
Hapten-markierten Peptiden als Antigene bei einem immunologi- 
schen Verfahren zur Bestimmung von spezifischen Antikorpern in 
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einer Probef liissigkeit . Vorzugsweise werden solche Antikorper 
bestimmt, die auf eine Infektion durch Mikroorganismen , wie 
etwa Bakterien, Viren oder Protozoen, hinweisen. Besonders 
bevorzugt werden gegen Viren gerichtete Antikorper, z.B. gegen 
HIV Oder Hepatitis-Viren gerichtete Antikorper bestimmt. Die 
Probef lussigkeit ist vorzugsweise Serum, besonders bevorzugt 
humanes Serum. Weiterhin ist bevorzugt, daS die erfindungs- 
gemaSen Hapten-markierten Peptide bei einem immunologischen 
Verfahren im Briickentest format eingesetzt werden. 

AuSerdem betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
immunologischen Bestimmung eines spezifischen Antikorpers in 
einer Probef lussigkeit , welches dadurch gekennzeichnet ist, daS 
man die Probef lussigkeit mit (a) einem ersten markierten 
Antigen, das gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichtet ist 
und ein Hapten-markiertes Peptid, wie oben definiert, umfaSt, 
und (b) einem Rezeptor fur das Hapten, der eine signalerzeu- 
gende Gruppe tragt, inkubiert und den Antikorper liber eine 
Bindung mit dem Peptid nachweist. Vorzugsweise verwendet man 
als erstes Antigen ein mit Digoxin oder Digoxigenin markiertes 
Peptid, und als Rezeptor einen gegen Digoxigenin oder/und 
Digoxin gerichteten Antikorper. Der Begriff "Antikorper" soli 
in diesem Zusammenhang auch Antikorperf ragmente , z.B. Fab-, 
Fab'-, F(ab)2-/ F (ab' ) 2-Fragmente oder andere z.B. gentechnolo- 
gisch modifizierte Ant ikorperf ragmente , umfassen. Der Rezeptor 
ist mit einer signalerzeugenden Gruppe, vorzugsweise einem 
Enzym, wie etwa Peroxidase, alkalische Phosphatase, S-Galacto- 
sidase, Urease oder Q-fi-Replikase , gekoppelt. Die signal - 
erzeugende Gruppe kann jedoch auch eine chromogene, radioaktive 
Oder NMR-aktive Gruppe oder ein Metallpartikel (z.B. Gold) 
sein. Vorzugsweise ist die signalerzeugende Gruppe ein Enzym. 

Das erf indungsgemaSe immunologische Bestimmungsverf ahren kann 
an sich nach jedem bekannten Test format erfolgen, z.B. in einem 
homogenen Immunoassay mit einer einzigen Reaktionsphase oder in 
einem heterogenen Immunoassay mit mehr als einer Reaktions- 
phase. Vorzugsweise wird ein heterogenes Testformat verwendet. 
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bei dem das Vorhandensein des Antikorpers in Anwesenheit einer 
Festphase nachgewiesen wird. Eine Ausf uhrungsf orm dieses 
Testformats ist das sogenannte Dcppelantigen-Bruckentestkon- 
zept. Hierbei wird die Probef liissigkeit in Gegenwart einer 
Festphase m±t dem ersten Antigen und einem zweiten Antigen 
inkubiert, das gegen den zu bestinimenden Antikorper gerichtet 
ist und (a) an die Festphase gebunden ist, oder (b) in einer an 
die Festphase bindef ahigen Form vorliegt . Der zu bestimmende 
Antikorper in der Probef liissigkeit wird durch Bestimmung der 
Markierung in der Festphase oder/und in der fliissigen Phase 
nachgewiesen. Vorzugsweise ist das zweite Antigen mit Biotin 
markiert und ist an eine Festphase bindef ahig, die mit 
Streptavidin oder Avidin beschichtet ist. Vorzugsweise ver- 
wendet man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Peptid. 

Die Testdurchf uhrung beinhaltet vorzugsweise ein Mischen der 
Probef liissigkeit mit dem ersten Antigen und dem f estphasensei- 
tigen zweiten Antigen, um einen markierten, immobilisierten 
Komplex aus erstem Antigen, Antikorper und f estphasengebundenem 
zweiten Antigen zu erhalten. Gegeniiber anderen Testformaten zum 
Nachweis von Antikorpern fiihrt das Brvickentestf ormat sowohl zu 
einer Verbesserung der Sensitivitat , d.h. es werden alle 
Immunglobulinklassen, wie etwa IgG, IgM, IgA und IgE, erkannt, 
als auch der Spezifitat, d.h. es wird die unspezif ische 
Reaktivitat verringert . Die Spezifitat und Sensitivitat des 
Doppelantigen-Bruckentests kann weiterhin verbessert werden, 
wenn man eine Zweischritt -Test f uhrung verwendet , bei der in 
einem ersten Schritt die Probef liissigkeit mit dem ersten und 
dem zweiten Antigen vermischt, und anschlieSend der Rezeptor 
fiir die Haptenmarkierung des ersten Antigens, der die signal - 
erzeugende Gruppe tragt , zugegeben wird. 

Ein weiterer Vorteil des Doppelantigen-Bruckentestf ormats , bei 
dem ein f estphasenseitiges und ein Hapten-markiertes Peptid als 
Antigene eingesetzt werden, besteht in der Moglichkeit der 
Verringerung des Risikos einer falsch negativen Bewertung von 
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Proben, die einen hohen Titer des zu best immenden Antikorpers 
aufweisen, infolge des Hook-Effekts und zwar durch eine 
Erhohung der Anzahl von Markierungsgruppen pro Peptid vorzugs- 
weise auf 2 bis 10 Markierungsgruppen. Die Erhohung der Anzahl 
von Haptenmarkierungsgruppen pro Peptid fuhrt infolge der 
Amplif ikation des Signals liber den Rezeptor zur Verbesserung 
der Hook-Sensitivitat gegenuber Testf lihrungen mit direkt 
nachweisbaren Markierungsgruppen . 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein 
Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers, das mindestens ein erf indungsgemaSes Hapten- 
markiertes, mit dem zu best immenden Antikorper reagierendes 
Peptid enthalt. Wird das Reagenz in einem Doppelantigen- 
Briickentest verwendet, so enthalt es vorzugsweise (a) das 
Hapten-markierte Peptid, (b) einen Rezeptor fur das Hapten, der 
eine signalerzeugende Gruppe tragt, und (c) ein wei teres, mit 
dem zu best immenden Antikorper reagierendes Antigen, das an 
eine Festphase gebunden ist oder in einer an eine Festphase 
bindefahigen Form vorliegt. Das Hapten ist vorzugsweise ein 
Cardenolid oder Cardenolid-Glycosid, insbesondere Digoxin oder 
Digoxigenin, der Rezeptor fur das Hapten ist vorzugsweise ein 
gegen das Hapten gerichteter Antikorper, die signalerzeugende 
Gruppe ist vorzugsweise ein Enzym, das weitere Antigen ist 
vorzugsweise biotinyliert und ist an eine mit Streptavidin oder 
Avidin beschichtete Festphase bindefahig. 

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch die nachfolgen- 
den Beispiele und Sequenzprotokolle beschrieben. 

Es zeigen 

SEQ ID NO. 1: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 

gpl2 0-Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO. 2: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gpl20-Bereich von HIV I; 
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SEQ ID NO. 3: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gpl20-Bereich von HIV I, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 4: die Aminosauresequenz des Epitops aus dem gp41- 

Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO. 5: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41-Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO. 6: die Aminosauresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem gp41-Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO. 7: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 

gp41-"Bereich von HIV I, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 8: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41-Bereich von HIV I, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 9: die Aminosauresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem gp41-Bereich von HIV I, Subtyp 

O; 

SEQ ID NO. 10: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 

gp32-Bereich von HIV II; 
SEQ ID NO. 11: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS5- 

Bereich von HCV; 
SEQ ID NO, 12: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 

Core-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 13: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS4- 

Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 14: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 15: die Aminosauresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 16: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem Core-Bereich von HCV; und 
SEQ ID NO. 17: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS3- 

Bereich von HCV. 
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Beispiel 1 

Herstellung von Hapten-markierten Peptiden 

Die Hapten-markierten Peptide wurden mittels Fluorenylmethyl - 
oxycarbonyl- (Fmoc) -Festphasenpeptidsynthese an einem Batch- 
Peptidsynthesizer , z.B. von Applied Biosystems A431 oder A433, 
hergestellt. Dazu wurden jeweils 4.0 Aquivalente der in Tabelle 
1 dargestellten Aminosaurederivate verwendet : 
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Tabelle 1 : 



A 


Fmoc-Ala-OH 


C 


Fmoc-Cys (Trt) -OH 


D 


Fmoc-Asp (OtBu) -OH 


E 


Fmoc-Glu (OtBu) -OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His (Trt) -OH 


I 


Fmoc-Ile-OH 


Kl 


Fmoc-Lys (Phenylacetyl) -OH 


K2 


Fmoc-Lys (Hoc) -OH 


K3 


Boc-Lys (Fmoc) -OH 


L 


Fmoc-Leu-OH 


M 


Fmoc -Met -OH 


N 


Fmoc -Asn (Trt) -OH 


P 


Fmoc -Pro -OH 


Q 


Fmoc-Gln(Trt) -OH 


R 


Fmoc - Ar g ( Pmc ) - OH 


S 


Fmoc-Ser (tBu) -OH 


T 


Fmoc-Thr (tBu) -OH 


U 


Fmo c - SAl an i n - OH 


V 


Fmoc-Val-OH 


w 


Fmoc-Trp-OH 


Y 


Fmoc-Tyr (tBu) -OH 


Z 


Fmoc- e -Aminocapronsaure-OH 


Nle 


Fmoc- e -Norleucin-OH 


Abu 


Fmoc-T-Aminobuttersaure-OH 



Das Lysin-Derivat Kl wurde fur Positionen verwendet, an denen 
keine Haptenmarkierung eingefuhrt werden sollte. Das Lysin- 
Derivat K2 wurde fur Positionen verwendet, an denen eine 
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Haptenmarkierung eingefiihrt werden sollte. Das Lysin-Derivat K3 
wurde zur Kopplung der € -Aminogruppe an das Peptid im Spacerbe- 
reich verwendet . 

Die Aminosauren oder Aminosaurederivate wurden in N-Methylpyr- 
rolidon gelost . Das Peptid wurde an 400-500 mg 4-(2',4'- 
Dimethoxyphenyl-Fmoc-Aminomethyl) -Phenoxy-Harz (Tetrahedron 
Letters 28 (1987), 2107) mit einer Beladung von 0,4-0,7 mmol/g 
aufgebaut (JACS 95 (1973) , 1328) . Die Kupplungsreaktionen 
wurden beziiglich des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 Aquivalenten 
Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivalenten N-Hydroxybenzotria- 
zol in Dimethyl formamid als Reaktionsraedium wahrend 2 0 min 
durchgef uhrt . Nach jedem Syntheseschritt wurde die Fmoc-Gruppe 
mit 2 0%igem Piperidin in Dimethyl formamid in 20 min abgespal- 
ten . 

Bei Anwesenheit von Cysteinresten in der Peptidsequenz erfolgte 
unmittelbar nach Beendigung der Synthese eine Oxidation an der 
Festphase mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan . 

Die Freisetzung des Peptids vom Syntheseharz und die Abspaltung 
der saurelabilen Schutzgruppen - mit Ausnahme der Phenylacetyl - 
schutzgruppe - erfolgte mit 20 ml Trif luoressigsaure , 0,5 ml 
Ethandithiol , 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 1 ml Wasser in 
4 0 min bei Raumtemperatur . Die Reaktionslosung wurde 
anschlieSend mit 3 00 ml gekuhltem Diisopropylether versetzt und 
zur vollstandigen Fallung des Peptids 40 min bei O^C gehalten. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Diisopropylether 
nachgewaschen, mit wenig 50 %-iger Essigsaure gelost und 
lyophilisiert . Das erhaltene Rohmaterial wurde mittels prapara- 
tiver HPLC an Delta-PAK RP CIS-Material (Saule 50 x 300 mm, 100 
A, 15 fx) liber einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: 
Wasser, 0,1% Trif luoressigsaure , Eluent B: Acetonitril, 0,1% 
Trif luoressigsaure) in ca. 120 min, auf gereinigt . Die Identitat 
des eluierten Materials wurde mittels lonenspray-Massenspek- 
trometrie gepruft. 
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Die Einfuhrung der Hapten-, z.B. einer Digoxigenin- bzw. 
Digoxin-Markierung erfolgte uber entsprechende Aktivester- 
Derivate and die freien Aminogruppen des Peptids in Losung. Das 
zu derivatisierende Peptid wurde in einer Mischung aus DMSO und 
0,1 M Kaliumphosphat -Puffer pH 8 , 5 gelost . AnschlieSend vmrden 
2 Aquivalente Aktivester pro freie primare Aminof unktion in 
wenig DMSO gelost zugetropf t und bei Raumtemperatur geriihrt . 
Der Utnsatz wurde uber analytische HPLC verf olgt . Das Produkt 
wird mittels praparativer HPLC auf gereinigt . 

Enthielt das Peptid noch tnit Phenyacetyl geschiitzte Lysine, so 
wurde diese Schutzgruppe im letzten Schritt enzymatisch mit 
Penicillin-G-Amidase in wafirigem Milieu mit organischem 
Solvens-Anteil bei Raumtemperatur abgespalten. Das Enzym wurde 
abgetrennt, z.B. durch Filtration, und das Peptid uber prapara- 
tive HPLC auf gereinigt . Die Identitat des eluierten Materials 
wurde mittels lonenspray-Massenspektrometrie gepriift. 

Aus den Bereichen gpl20, gp41 und gp3 2 von HIV I bzw. HIV II 
wurden unter Verwendung von Digoxigenin- 3 -carboxymethylether-N- 
hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, 
BRD) die in Tabelle 2 dargestellten Peptidverbindungen herge- 
stellt . 
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Tabelle 2: 



gpi2 0 


Digoxigenin-3- erne - UZU - NNTRKS I S I G PGRAFYT 
Digoxigenin-3- erne - UZ - NTTRS I S I GPGRAFY 
Digoxigenin-3-ctne- UZU - I D I QEERRMR I GPGMAWYS 


gp4i/i 


Digoxigenin-3-cme-UZU-AVERYLKDQQLLGIW 
Digoxigenin-3 - cme - ZUZU- AVERYLKDQQLLGIW 
Digoxigenin-3 -cme-UZ-QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG 
Digoxigemn- J - cme - zCjvjC^Cj-yAKXijAvjiKiijixijyyijijvji wv^ 
Digoxigenin-3 -cme-UZU-WGIRQLRARLLALETIjLQN 


gp4i/2 


Digoxigenin-3- cme -UZU-LGIWGCSGKLICTTAV 
ijCjrX WC3L.oL3]\.- V cme - -3 - iJigoxiy cnin ^ -xjiVN-i iriv 

Digoxigenin-3-cme-UZU-LGIWGCSGK- (cme-3 -Digoxigenin) - 

LICTTAV 

Digoxigenin - 3 - cme - ZU- GCSGKLI CTTAVPWNASWS 
GCSGK- (cme-3 -Digoxigenin) -LI CTTAVPWNASWS 
GCSGKLI CTTAVPWNASWSK ( cme - 3 - Di goxigenin ) G 
Digoxigenin - 3 - cme -UZU- LSLWGCKGKLVCYTS 


gp4i/3 


Digoxigenin-3- cme -UZU-KDQQLLGIWGSSGKL 


gp41/4 


Digoxigenin- 3 -cme -UZU- ALETLLQNQLLSLW 


gp32 


Digoxigen in - 3 - cme - Z -NSWGCAFRQVCHTT 



Aus dem NS5-Bereich, dem NS4-Bereich und dem Core-Bereich von 
HCV wurden die in der folgenden Tabelle 3 dargestellten Peptide 
synthetisiert . 



Tabelle 3: 



NS5/1 


Digoxigenin- 3 - cme -UZU- SRRFAQALPVWARPD 


Core2 


Digoxigenin-3- cme -U-PQDVKFPGGGQIVGGV 


NS4/1 


Digoxigenin- 3- cme -UU-Nle-EEASQHLPYIEQ 


NS4/2 


Digoxigenin- 3 - cme - UU - QKALGLLQT 


NS4/3 


Digoxigenin - 3 - cme -UZU- SRGNHVSPTHYVPESDAA 


Corel 


D i gox i g en i n - 3 - cme - UZU - KNKRNTNRR 


Corel+2 


Digoxigenin-3- cme -U-PQRKNKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGW 


NS 3/1 


Digoxigenin- 3 - cme -UZ -AWYELTPAETTVRLRAYMNTPGLPV 



Die Herstellung Biotin-markierter Peptide erfolgte entweder N- 
terminal durch eine Derivatisierung am Harz (Biotin-Aktivester) 
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Oder in die Sequenz liber einen mit Biotin- e -derivatisierten 
Lysinrest (Fmoc-Lys (Biotin) -OH) . 

Beispiel 2 

Verbesserung von Spezifitat und Sensitivitat durch eine 
bevorzugte Testfuhrung 

Die Spezifitat und Sensitivitat eines Doppelantigen-Briicken- 
tests unter Verwendung der erf indungsgemafien Peptide kann auch 
durch eine Testfuhrung verbessert werden, bei der in einem 
ersten Schritt die Probe, das Hapten-tnarkierte Antigen und das 
f estphasenseitige Antigen vermischt und anschlieSend, vorzugs- 
weise nach 1 bis 4 h, besonders bevorzugt nach 1,5 bis 2,5 h, 
der Ant i -Hapten- Ant ikorper zugesetzt wird. 

Als Antigene wurden die HIV-Epitope gp4l/l und gp41/2 (Tabelle 
2 ) verwendet . 

Die Testbedinaunaen fur den bevorzuaten Zweischritt-Test waren 
wie f olat : 

neutraler Kaliumphosphatpuf f er 50mmol/l, pH 7,2, 0,2% 
Rinderserumalbumin (RSA) , 0,2 % Natriumlaurylsulf at (SLS) - 
Detergenz 
Inkubat ions zei ten 



Inkubationstemperatur : 25 ^'C 

bound/ free -Trennung zwischen alien Inkubationsschritten 



Inkubat ion von Hapten-markiertem und fest- 
phasenseitigem Antigen mit Serum: 
Inkubation mit Konjugat aus Anti- 
Digoxigenin -Ant ikorper und 
Peroxidase { <Dig> - POD) 
Inkubation mit 2 , 2 ' -Azino-di- 

[3 -ethylbenzylthiazolin-Sulf onat (6) ] 

(ABTS) : 



120 min 



6 0 min 



6 0 min 
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Die Testbedinaunaen fur den alternativen Zweischritt -Test waren 
wie f olat : 

neutraler Kaliumphosphatpuf f er 50 mmol/1, pH 7,2, 0,2 % RSA, 

0,2 % SLS-Detergenz 

Inkubationszeiten 

Inkubation von f estphasenseitigem 

Antigen mit Serum: 90 min 

Inkubation mit Hapten-markiertem 

Antigen und <Dig>-POD: 90 min 

Inkubation mit ABTS : 60 min 

Inkubationstemperatur : 2 5 ®C 

bound/ free-Trennung zwischen alien Inkubationsschritten 

Die Testbedinaunaen fur den Einschritt -Test waren wie f olat : 

neutraler Kaliumphosphatpuf fer 50 mmol/1, pH 7,2, 0,2 % RSA, 

0,2 % SLS-Detergenz 

Inkubationszeiten 

Inkubation beide Antigen mit Serum 

und <Dig>-POD 120 min 

Inkubation mit ABTS: 60 min 

Inkubationstemperatur: 25 °C 

bound/ free-Trennung zwischen alien Inkubationsschritten 

Die Ergebnisse des Tests sind in der Tabelle 4 dargestellt . Es 
ist zu erkennen, daS bei der bevorzugten Testfiihrung eine viel 
hohere Signaldif f erenzierung, d.h. ein Verhaltnis der MeS- 
signale von posit iven Proben zu negativen Proben, erreicht 
wird . 
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Tabelle 4 



Probennummer 


Einschritt 


bevorzugte 


alternative 




Te s t f uhr unQ 


Zweischritt- 


Zweischritt- 






Testf uhrung 


Test f uhrung 






1 . Mis Chen 


1 . Mischen 






von Probe u. 


von Probe u. 






be i den spe- 


wandseitigem 






zif ischen 


spezif ischem 






Antigenen 


Antigen 






2 . Zusatz von 


2 . Zusatz von 






von Anti -Hap- 


detektions- 






ten -Anti' kor- 


seitigem spe- 






per fur die 


zifischen An- 






Nachweisreak- 


tigen und Ari- 






tion 


ti -Hapten- An - 








tikorper fur 








die Nachweis- 








reakt ion 


A) negative 








Proben 










Signal in mE 


Signal in mE 


Signal in mE 


1 


19 


7 


7 


2 


21 


12 


9 


3 


17 


6 


5 


4 


19 


5 


7 


5 


18 


4 


8 


o 




7 


X D 


7 


20 


10 


9 


8 


21 


7 


11 


9 


18 


10 


7 


10 


19 


11 


8 


11 


17 


8 


9 


12 


19 


12 


7 


13 


22 


7 


7 


14 


20 


5 


17 


15 


24 


40 


8 


16 


19 


10 


7 


17 


20 


4 


8 


18 


23 


6 


8 


19 


20 


8 


7 


20 


16 


11 


7 
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B) positive 
Proben 


Signal in mE 


Signal in mE 


Signal in mE 


1 


405 


2401 


3681 


2 


1080 


4836 


4931 


3 


158 


1100 


300 


4 


760 


6210 


2155 


5 


1094 


3578 


1835 


6 


452 


2296 


2954 


7 


163 


1068 


136 


8 


76 


195 


14 


9 


2405 


7803 


2671 


10 


293 


3093 


575 


11 


303 


2430 


42 


12 


37 


132 


11 


13 


19 


9 


9 


14 


63 


218 


11 


15 


74 


297 


15 


16 


60 


253 


16 


17 


86 


509 


17 


18 


106 


1182 


22 


19 


962 


8782 


338 


20 


815 


7335 


167 



Beispiel 3 

In einem Doppelantigen-Bruckentest wurde ein erf indungsgemaSes 
Peptidantigen mit einem rekombinanten Polypeptidantigen ver- 
glichen. In einem erf indungsgemaSen Beispiel wurde das digoxi- 
genylierte Peptidantigen gp4l/2 (Tabelle 2) in Kombination mit 
einem biotinylierten Peptidantigen der gleichen Sequenz 
getestet . In einem Vergleichsbeispiel wurde ein digoxigenylier- 
tes Polypeptidantigen rec . gp41 (Chang et al . , Science 228 
(1985) , 93-96) in Kombination mit einem biotinylierten Polypep- 
tidantigen der gleichen Sequenz getestet. 

Die Ergebnisse des Tests sind in Tabelle 5 dargestellt. "NK" 
bedeutet negative Kontrolle, "PK" bedeutet positive Kontrolle. 
Der "cut-off" Index ist die Grenze zwischen posit iver und 
negativer Bewertung eines Experiments. Er ist als 2x NK 
definiert. Aus Tabelle 5 ist ersichtlich, daS mit dem rekom- 
binanten Polypeptidantigen praktisch keine Dif f erenzierung 
zwischen negativen und positiven Proben moglich ist, wahrend 
das Peptidantigen eine sehr gute Dif f erenzierung erlaubt . 
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VD 
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2094 


1410 


r- 

VD 
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6666 


6666 


6666 


6666 


8039 


OS 


a> 
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GO 
VD 
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3066 


2587 
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1466 


a\ 

XT 


rH 
O 
GO 
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Positiv 


Positiv 


Positiv 
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Negativ 


Negativ 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof er Str . 116 

( C ) ORT : Mannhe im 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 6 83 05 

(ii) ANMELDETITEL: Hapten-markierte Peptide 
(iii) AN2AHL DER SEQUENZEN : 17 

(iv) COMPUTER -LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1,25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 17 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immxinodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM : 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT : gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Asn Asn Thr Arg Lys Ser He Ser He Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr 
15 10 15 



Thr 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiANGE: 16 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM : 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asn Thr Thr Arg Ser lie Ser lie Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr 
15 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gpl2 0 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

He Asp He Gin Glu Glu Arg Arg Met Arg He Gly Pro Gly Met Ala 
15 10 15 



Trp Tyr Ser 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM : 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Gin Ala Arg lie Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gin Gin Leu 
15 10 15 

Leu Gly lie Trp Gly Ala Ser Gly 
20 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 23 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Leu Gly lie Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu lie Cys Thr Thr Ala Val 
15 10 15 



Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser 
20 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
( vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Lys Asp Gin Gin Leu Leu Gly lie Trp Gly Ser Ser Gly Lys Leu 
15 10 15 



(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
( V i ) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Ser Leu Trp 
15 10 15 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Leu Ser Leu Trp Gly Cys Lys Gly Lys Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
15 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Trp Gly lie Arg Gin Leu Arg Ala Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Leu 
15 10 15 



Leu Gin Asn 
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(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 10: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 2 
(viii) POSITION IM GENOM : 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gp32 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Gin Ala Gin Leu Asn Ser Trp Gly Cys Ala Phe Arg Gin Val Cys His 
15 10 15 

Thr Thr Val Pro Trp Pro Asn Asp Ser Leu Thr 
20 25 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM /SEGMENT: NS5 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 



Ser Arg Arg Phe Ala Gin Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp 
15 10 15 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiANGE : 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM : 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: Core 

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Gly Val 
15 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 13: 



Glu Glu Ala Ser Gin His Leu Pro Tyr lie Glu Gin 
15 10 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 9 Tlminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
{ vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM : 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 14: 

Gin Lys Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr 
1 5 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 18 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
( vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM /SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 15: 

Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp 
15 10 15 



Ala Ala 
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(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 16: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

{A) LANGE: 28 Aminosauren 
(B) ART: Aminosciure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: Core 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Pro Gin Arg Lys Asn Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gin Asp Val 

15 10 15 

Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Val Val 
20 25 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION'IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS3 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val Arg Leu Arg Ala 

15 10 15 



Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val 
20 25 
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PATENTANS PRUCHE 

1. Verfahren zur Herstellung von Hapten-markierten Pepti- 
den, 

dadurch gekennzelchnet, 

daS man 

(a) ein Peptid mit der gewiinschten Aminosauresequenz an 
einer Festphase aus Aminosaurederivaten synthetisiert , 
deren reaktive Seitengruppen durch Schutzgruppek 
blockiert sind, wobei die Schutzgruppen an primaren 
Aminoseitengruppen derart ausgewahlt werden, dalS sie 
gegebenenf alls selektiv abspaltbar sind, 

(b) eine Abspaltung von Schutzgruppen durchfuhrt, wobei 
mindestens eine freie primare Aminogruppe entsteht, 

(c) ein Hapten- Aktivesterderivat an die mindestens eine 
freie primare Aminogruppe des Peptids koppelt, und 

(d) gegebenenf alls eine Abspaltung von noch verbleiben- 
den Schutzgruppen durchfiihrt, 

wobei das Hapten ausgewahlt wird aus der Gruppe beste- 
hend aus Sterinen, Gallensauren, Sexualhormonen, Corti- 
coiden, Cardenoliden, Cardenolid-Glycosiden, Bufa- 
dienoliden, Steroid- Sapogeninen und Steroidalkaloiden . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichziet , 

daS das Hapten ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus Cardenoliden und Cardenolid-Glycosiden . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekezmzeichnet , 

daS das Hapten ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus Digoxigenin, Digitoxigenin, Gitoxigenin, Strophan- 
tidin, Digoxin, Digitoxin, Ditoxin und Strophantin. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet , 
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daS man Digoxigenin oder Digoxin als Hapten verwendet . 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekenjazeichnet , 

daiS man an Positionen des Peptids, an denen eine Kopp- 
lung des Haptens erfolgen soil, ein Aminosaurederivat 
mit einer ersten Schutzgruppe fur die Aminoseitenkette 
verwendet, die unter bestimmten Reaktionsbedingungen 
quantitativ abspaltbar ist, und dafi man an Positionen 
des Peptids, an denen keine Kopplung des Haptens erfol- 
gen soil, ein Aminosaurederivat mit einer zweiten 
Schutzgruppe fur die Aminoseitenkette verwendet, die 
unter den Reaktionsbedingungen, bei denen die erste 
Schutzgruppe abgespalten wird, selbst nicht abspaltbar 
ist . 

6 . Verfahren nach Anspruch 5 , 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi man eine erste saurelabile Schutzgruppe und eine 
zweite saurestabile Schutzgruppe verwendet. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi man als Aktivesterderivat einen N-Hydroxysuc- 
cinimidester verwendet . 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man ein Peptid synthetisiert , das einen immunolo- 
gisch reaktiven Epitopbereich und einen Spacerbereich 
umfafit, wobei mindestens eine Hapten-Markierung an den 
Spacerbereich gekoppelt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi der Spacerbereich eine Lange von 1 bis 10 Aminosau- 
ren aufweist. 
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10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, 
dadurch gekennzeichne t , 

daB ein Spacerbereich am Amino- oder/und Carboxytermi- 
nus des Peptids angeordnet ist . 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10, 
dadurch gekennzelchnet , 

daS der Spacerbereich Aminosauren enthalt, die Ladungen 
aufweisen oder/und Wasserstof f brticken ausbilden konnen. 

12. Verfahren nach einem der Anpruche 8 bis 11, 
dadurch gekexizizeichnet , 

daS die Aminosauren des Spacerbereichs ausgewahlt wer- 
den aus der Gruppe bestehend aus Glycin, fi-Alanin, 7- 
Aminobuttersaure, e -Aminocapronsaure , Lysin und Ver- 
bindungen der Strukturf ormel NH2- [ (CHj) ^-O] ^-CH2-CH2-C00H, 
worin n 2 oder 3 ist und x 1 bis 10 ist. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi man ein Peptid synthet isiert , das einen Epitopbe- 
reich aus den Aminosauresequenzen von HIV I, HIV II 
Oder HCV enthalt . 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der Epitopbereich ausgewahlt wird aus der Gruppe 
der 

HIV I- oder HIV II -Aminosauresequenzen 



NNTRKS I S I G PGRAF YT ( I ) 

NTTRSISIGP GRAFYT (II) 

IDIQEERRMR IGPGMAWYS (III) 

QARILAVERY LKDQQLLGIW GASG (IV) 

LGIWGCSGKL ICTTAVPWNA SWS (V) 

KDQQLLGIWG SSGKL (VI) 

ALETLLQNQQ LLSLW (VII) 
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LSLWGCKGKL VCYTS (VIII) 

WGIRQLRARL LALETLLQN (IX) und 

QAQLNSWGCA FRQVCHTTVP WPNDSLT (X) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 
6 Aminosauren aufweisen. 



15. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der Epitopbereich ausgewahlt wird aus der Gruppe 
der HCV-Aminosauresequenzen 



SRRFAQALPV 

PQDVKFPGGG 

EEASQHLPYI 

QKALGLLQT 

SRGNHVSPTH 

PQRKNKRNTN 

GGQIVGW 

AWYELTPAET 



WARPD 

QIVGGV 

EQ 

YVPESDAA 
RRPQDVKFPG 

TVRLRAYMNT 



PGLPV 



(XI) 

(XII) 

(XIII) 

(XIV) 

(XV) 

(XVI) und 
(XVII) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 
6 Aminosauren aufweisen. 



16. Hapten-markiertes Peptid, das eine Lange von maximal 50 
Aminosauren aufweist und am Aminoterminus oder/und an 
Aminoseitengruppen mit mindestens einem Hapten-Akt iv- 
esterderivat gekoppelt ist, wobei das Hapten ausgewahlt 
ist aus der Gruppe bestehend aus Sterinen, Gallensau- 
ren, Sexualhormonen, Corticoiden, Cardenoliden, Garde - 
nolid-Glycosiden, Buf adienoliden, Steroid -Sapogeninen 
und Steroidalkaloiden . 



17 . 



Peptid nach Anspruch 16, 
dadurch. gekexizizeichzxet , 

daS das Hapten Digoxigenin oder Digoxin ist. 
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18. Peptid nach Anspruch 16 oder 17, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS das Peptid einen immunologisch reaktiven Epitopbe- 
reich und einen Spacerbereich umfafit, wobei der Spacer- 
bereich mindestens eine Hapten-Markierung tragt . 

19. Peptid nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein Spacerbereich am Amino- oder /und Carboxytermi- 
nus des Peptids angeordnet ist . 

20. Peptid nach einem der Anspruche 16 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Epitopbereich aus den Aminosauresequenzen von 
IV I, HIV II Oder HCV stammt. 

21. Peptid nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Epitopbereich ausgewahlt ist aus der Gruppe der 
HIV I Oder HIV II -Aminosauresequenzen. 



NNTRKSISIG 


PGRAFYT 




(I) 


NTTRSISIGP 


GRAFYT 




(II) 


IDIQEERRMR 


IGPGMAWYS 




(III) 


QARILAVERY 


LKDQQLLGIW 


GASG 


(IV) 


LGIWGCSGKL 


ICTTAVPWNA 


SWS 


(V) 


KDQQLLGIWG 


SSGKL 




(VI) 


ALETLLQNQQ 


LLSLW 




(VII) 


LSLWGCKGKL 


VCYTS 




(VIII) 


WGIRQLRARL 


liALETLLQN 




(IX) und 


QAQLNSWGCA 


FRQVCHTTVP 


WPNDSLT 


(X) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 
6 Aminosauren aufweisen. 



22. Peptid nach Anspruch 20, 
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dadurch gekeimzeichnet , 

daS der Epitopbereich ausgewahlt ist aus der Gruppe der 
HCV-Aminosauresequenzen 



SRRFAQALPV WARPD (XI) 

PQDVKFPGGG Q I VGGV (XII) 

EEASQHLPYI EQ (XIII) 

QKALGLLQT (XIV) 

SRGNHVSPTH YVPESDAA (XV) 

PQRKNKRNTN RRPQDVKFPG 

GGQIVGW (XVI) und 



AWYELTPAET TVRLRAYMNT PGLPV (XVII) 

Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 
6 Aminosauren aufweisen. 

23. Verwendung von Hapten-tnarkierten Peptiden, die durch 
ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15 herge- 
stellt vmrden, oder von Peptiden nach einem der An- 
spruche 16 bis 22 als Antigene bei einem immunologi- 
schen Verfahren zur Bestimmung von spezifischen Anti- 
korpern in einer Probef liissigkeit , 

24. Verwendung nach Anspruch 23 bei einem immunologischen 
Verfahren im Bruckentestf ormat . 

25. Verfahren zur immunologischen Bestimmung eines spezifi- 
schen Antikorpers in einer Probef liissigkeit 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Probef lussigkeit mit 

(a) einem ersten markierten Antigen, das gegen den zu 
bestimmenden Antikorper gerichtet ist und ein Hapten- 
markiertes Peptid, das durch ein Verfahren nach einem 
der Anspruche 1 bis 15 hergestellt wurde, oder ein 
Peptid nach einem der Anspruche 16 bis 22 umfaEt, und 

(b) einem Rezeptor fur das Hapten, der eine signaler- 
zeugende Gruppe tragt , 



BERICHTlGrES Bl/STT (RE6EL 911 

ISA/EP 
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inkubiert und den Antikorper iiber eine Bindung mit dem 
Peptid nachweist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekexmzeichnet , 

daS man als erstes Antigen ein mit Digoxin oder Digoxi- 
genin markiertes Peptid und als Rezeptor einen gegen 
Digoxigenin oder/und Digoxin gerichteten Antikorper 
verwendet . 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi man die Probef liissigkeit in Gegenwart einer Fest- 
phase mit dem ersten Antigen und einem zweiten Antigen 
inkubiert, das gegen den zu bestimmenden Antikorper 
gerichtet ist und 

(a) an die Festphase gebunden ist oder 

(b) in einer an die Festphase bindefahigen Form vor- 
liegt, und den zu bestimmenden Antikorper durch Bestim- 
mung der Markierung in der Festphase oder/und in der 
fliissigen Phase nachweist. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet/ 

daS man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Antigen und eine Festphase, die mit Streptavidin oder 
Avidin beschichtet ist, verwendet. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Peptid verwendet. 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 27 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet. 
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daS man die Probef liissigkeit mit dem ersten und dem 
zweiten Antigen vermischt und anschlieSend den Rezeptor 
fur das Hapten des ersten Antigens zusetzt. 

31. Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifi- 
schen Antikorpers, 

dadur ch gekennz ei chne t , 

daS es mindestens ein Hapten-markiertes , mit dem zu 
bestimmenden Antikorper reagierendes Peptid, das durch 
ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15 herge- 
stellt wurde, oder ein Hapten-markiertes, mit dem zu 
bestimmenden Antikorper reagierendes Peptid nach einem 
der Anspruche 16 bis 22 enthalt . 

32. Reagenz nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS es 

(a) das Hapten-markierte, mit dem zu bestimmenden Anti- 
korper reagierende Peptid, 

(b) einen Rezeptor fur das Hapten, der eine signaler- 
zeugende Gruppe tragt , und 

(c) ein weiteres, mit dem zu bestimmenden Antikorper 
reagierendes Antigen, das an eine Festphase gebunden 
ist Oder in einer an eine Festphase bindefahige Form 
vorliegt , 

enthalt . 
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